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relativne fluoresčenčne enote (ang. relative fluorescent units) 
ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
ribosomalna ribonukleinska kislina (ang. ribosomal ribonucleic acid) 
Vibrio fetus 
Svetovna Zdravstvena Organizacija (ang. World Health Organization) 
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Rod Campylobacter je eden od glavnih globalnih povzročiteljev črevesnih okužb pri 
ljudeh. Običajno ga obravnavamo kot najpogostejšega bakterijskega povzročitelja 
človeškega gastroenteritisa, tako v Sloveniji kot drugih razvitih državah (NIJZ, 2018) na 
svetu. Ekonomsko breme zaradi bolezni, ki se prenašajo s hrano, vključno s 
kampilobakteriozo, je zelo veliko. Gledano iz socialno - ekonomske perspektive, je visoka 
incidenca črevesnih okužb ljudi s kampilobaktri zelo pomembna (WHO, 2018). Po 
poročilu Evropskega centra za preprečevanje in obvladovanje bolezni (ang. European 
Centre for Disease Prevention and Control- ECDC) v letu 2017 je bilo prijavljenih več kot 
250 000 primerov kampilobakterioze (ECDC, 2019). Poleg tega se ocenjuje, da je dejansko 
število bolezni med ljudmi še mnogo večje, odvisno od organizacije javnega zdravstva in 
sistema poročanja po posameznih državah (Hansson in sod., 2018). Čeprav se je število 
primerov kampilobakterioze v letu 2017 rahlo zmanjšalo, je še vedno daleč najpogosteje 
prijavljena zoonoza v Evropi, ki povzroči bistveno več obolenj kot vsi ostali bakterijski 
povzročitelji črevesnih okužb skupaj.  
 
Bakterije rodu Campylobacter so široko razširjene kot del normalne črevesne mikrobiote 
številnih domačih in divjih živali. Perutnino na splošno obravnavamo kot primarni vir 
okužbe pri človeku (Teh in sod., 2014; Rossler in sod., 2019). Prevalenca v primarni 
proizvodnji perutnine je zelo visoka, z največjo pojavnostjo termotoleratnih vrst 
kampilobaktra, ki so patogeni tudi za človeka, pri piščancih (EFSA/ECDC, 2018). Ker te 
vrste perutninskega mesa pojemo največ, poraba pa še naprej narašča, je to 
najpomembnejša pot prenosa kampilobaktrov v človekovo prehransko verigo.  
 
Ob vnosu okužbe na piščančjo farmo se ta lahko izjemno hitro razširi med živalmi. Do 
kontaminacije piščančjega mesa z najpomembnejšo za človeka patogeno vrsto, to je C. 
jejuni, pa najpogosteje prihaja med klanjem in primarno obdelavo mesa v klavnici. V 
živilsko prehranski oskrbovalni verigi pa se ljudje najpogosteje okužijo med rokovanjem 
oz. pripravo in uživanjem neustrezno termično obdelanega kontaminiranega piščančjega 
mesa, mleka ter kontaminirane vode (Silva in sod., 2011; Gölz in sod., 2018).  
 
Sposobnost adhezije C. jejuni in posledično tudi tvorba biofilma na različnih površinah v 
predelovalnih obratih živilske industrije prispevata k preživetju bakterij C. jejuni v zanje 
škodljivih okoljih zunaj gostitelja (Lim in Kim, 2017). Bakterijske celice v biofilmu se 
fiziološko razlikujejo od planktonskih in imajo številne prednosti, kot je enostavnejši 
dostop do hranil ter večjo odpornost v neugodnih okoljskih  pogojih (Bridier in sod., 2011; 
Smole Možina in sod., 2013). Biofilmi so lahko vir kontaminacije in bistveno prispevajo k 
navzkrižni kontaminaciji živilskih proizvodov ter visokemu številu človeških okužb s C. 
jejuni (Teh in sod., 2014).  
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V magistrski nalogi smo raziskovali sposobnost tvorbe biofilma različnih sevov bakterij 
Campylobacter jejuni, izoliranih iz klavniškega okolja ter površinskih vod. Filmotvornost 
smo preverjali na površini nerjavnega jekla, saj so takšne površine najpogostejše v 
živilsko-predelovalni industriji. Testirali smo občutljivost planktonskih in biofilmskih celic 
na izbrane protimikrobne snovi, pri čemer smo si zastavili naslednje cilje: 
 
1.1 CILJI MAGISTRSKE NALOGE 
 
 Ugotoviti filmotvornost okoljskih in klavniških sevov C. jejini na jekleni površini v 
izbranih pogojih (z ali brez piščančjega izcedka); 
 Ugotoviti odpornost že formiranega biofilma in biofilmskih celic na izbrana 
protimikrobna sredstva. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Predpostavili smo, da bodo bolj filmotvorni klavniški sevi, še posebej ob prisotnosti 
piščančjega izcedka; 
 Biofilmske celice klavniških sevov bodo bolj odporne kot biofilmske celice 
okoljskih sevov; 
 Biofilmske celice imajo učinkovitejše mehanizme odpornosti na protimikrobna 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BAKTERIJE RODU Campylobacter 
 
2.1.1 Zgodovina in splošne značilnosti  
 
Prvi opis bakterij, danes poznanih kot vrste rodu Campylobacter, datira v leto 1886, ko je 
dr. Theodor Escherich opazil bakterije spiralne oblike v blatu otrok z enteritisom (Slika 1). 
V začetku 20. stoletja sta McFaydean and Stockman (1913) poročala, da vibriju podobni 
mikroorganizmi povzročajo splav pri ovcah in govedu. Te bakterije so  identificirali kot 
vrste Vibrio (Silva in sod., 2011). Dolgo časa je Campylobacter veljal le kot veterinarski 
patogen. Ime rodu Campylobacter je bilo uradno uvedeno leta 1963, ko sta Sebald in 
Veron pokazala, da obstajajo določene temeljne razlike v zaporedju baz DNA 
mikroaerofilne vrste Vibrio spp. Preboj v raziskavah Campylobacter je bil razvoj ustreznih 
tehnik izolacije v sedemdesetih letih prejšnjega stoletja. Omogočili so osamitev teh bakterij 
iz človeških iztrebkov in pojasnili njihov pomen kot humanega patogena in glavnega 
povzročitelja bakterijske driske (Dekeyser in sod., 1972; Butzler in sod., 1973). 
 
 
Slika 1: Bakterije Campylobacter jejuni pod elektronskim mikroskopom (Esson in sod., 2017). 
 
Bakterije rodu Campylobacter spadajo v družino Campylobacteraceae, red 
Campylobacterales (On, 2001). Trenutno je prepoznanih in poimenovanih 27 vrst in 8 
podvrst rodu Campylobacter (Ngulukun, 2017). Za človeka patogene vrste običajno 
poznamo kot črevesne patogene z naravnim rezervoarjem v črevesju domačih živali, 
predvsem perutnine. Najpomembnejši povzročitelj kampilobakterioze pri človeku je vrsta 
Campylobacter jejuni. Okužbe povzročajo še vrste Campylobacter coli, Campylobacter 
lari, Campylobacter mucosalis, Campylobacter upsaliensis in Campylobacter fetus 
(Kaakoush in sod., 2015). Novejše raziskave potrjujejo večji pomen t.i. ustnim 
kampilobaktrom, ki se vse pogosteje identificirajo tudi kot povzročitelji obolenj, npr. vrsta 
C. concisus (Liu in sod., 2018).  
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Campylobacter spp. so po Gramu - negativne spiralno ukrivljene paličice, širine 0,2 – 0,8 
µm ter dolžine 0,5 – 5 µm. Večina bakterij Campylobacter spp. je gibljivih s polarnimi 
flagelami na enem ali obeh koncih, lahko pa so tudi brez flagel. Flagele so ene od ključnih 
dejavnikov pri procesu nastajanja biofilma kot odgovora na stresne pogoje. Stopnja tvorbe 
biofilma je višja pri gibljivih sevih kot pri sevih, ki nimajo flagel (Reuter in sod., 2010). 
Bakterije vrste C. jejuni so termotolerantne, lahko rastejo pri temperaturi med 37 °C in 42 
°C, ne morejo pa rasti pod 30 °C zaradi odsotnosti proteinov hladnega šoka, ki igrajo 
ključno vlogo pri prilagoditvi na nizko temperaturo (Silva in sod., 2011).  So 
mikroaerofilne in optimalno rastejo v atmosferi s 5 % kisika, 10 % ogljikovega dioksida in 
85 % dušika (Reeser in sod., 2007). V Preglednici 1. so prikazane omejitve za rast bakterij 
C. jejuni. 
 
Preglednica 1: Omejitve za rast bakterij Campylobacter jejuni (Forsythe, 2002). 
Parameter Minimum Optimum Maksimum 
Temperatura (ºC) 30 42-43 45 
Kisik (%) 3 5 15 
Ogljikov dioksid (%) - 10 - 
Dušik (%) - 85 - 
pH 4,9 6,5-7,5 9,0 
Vodna aktivnost (aw) 0,987 0,997 - 
 
Vrste rodu Campylobacter energijo ohranjajo z aerobno respiracijo ter oksidacijo vodika 
ali formata za redukcijo elektronskih prejemnikov. Obenem so zelo občutljivi na povečano 
koncentracijo kisika (več kot 10 %), a tudi pri nizkih koncentracijah le-ta lahko generira 
protonsko gonilno silo za transport elektronov (Epps in sod., 2013). Proces pridobivanja 
energije pri C. jejuni zaradi pomanjkanja encima 6-fosfofruktokinaza temelji na uporabi 
aminokislin ali vmesnih produktov Krebsovega cikla (Kaakoush in sod., 2015; Epps in 
sod., 2013). 
 
2.1.2 Naravni habitati, patogeneza in virulenca vrste C. jejuni pri človeku 
 
Naravni habitat bakterije C. jejuni je prebavni trakt številnih domačih in divjih  živali, kot 
so govedo, perutnina in prašiči. EFSA in ECDC poročata da je bila v letu 2017 v Evropi 
pojavnost kambilobaktra pri piščancih 12,3 %, pri govedo 6,9 % ter pri prašičih 17,6 % 
(EFSA/ECDC, 2018). Vrste rodu Campylobacter pogosto najdemo tudi v naravnih 
površinskih vodah (reke, potoki in jezera). Njihova prisotnost v površinskih voda je 
običajno posledica onesnaženosti z živalskimi in ptičjimi iztrebki ter odvajanja kmetijskih 
odpadkov (Kovač in sod., 2017; Rodriguez in Araujo, 2010). Tveganje za bolezni prebavil 
zaradi zaužitje površinske vode, kontaminirane s C. jejuni se poveča v toplejših mesecih 
(Kovač in sod., 2017). Rodriguez in Araujo (2010), pa sta v svoji raziskavi ugotovila, da se 
število prisotnih bakterj Campylobacter v površinskih voda bistveno spreminja z letnim 
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časom. Število prisotnih bakterij Campylobacter je bilo večje v jesenskih in zimskih 
mesecih kot spomladi in poleti (Rodriguez in Araujo, 2010). Človek se najpogosteje okuži 
oralno z zaužitjem kontaminirane hrane in vode. Ocenjuje se, da je približno 80 % okužb 
povzročenih na ta način, ostale pa predvsem z neposrednim stikom z okuženo živaljo 
(Kaakoush in sod., 2015; Silva in sod., 2011; Teh in sod., 2014). Slika 2 prikazuje možne 
poti prenosa bakterije C. jejuni. Mehanizmi preživetja C. jejuni v kislem okolju želodca še 
vedno niso dobro raziskani. V človeškem črevesju C. jejuni kolonizira črevesno sluznico, 
ki je optimalno rastno okolje te bakterije (Bouwman in sod., 2013).  
 
 
Slika 2: Poti prenosa bakterije Campylobacter jejuni (Bronowski in sod., 2014). 
 
Po kolonizaciji bakterije prehajajo čez mukozni sloj črevesja in napadajo črevesne celice 
(Bouwman in sod., 2013). Podrobni mehanizmi, s katerimi C. jejuni prodira v črevesne 
celice, so še vedno slabo poznani. Glede na dosedanje raziskave so pri tem pomembni 
virulentni dejavniki gibljivost, sposobnost pritrjevanja in invazivnost epitelijskih celic 
gostitelja ter produkcija toksinov (Scanlan in sod., 2017).  
 
Gibljivost, ki se poveča v zelo viskoznih pogojih, je bistvena za kolonizacijo tankega 
črevesa (Guerry, 2007). Poleg tega je vloga flagel zelo pomembna tudi za preživetje 
bakterij v različnih ekoloških nišah v prebavnem traktu. Namreč, rotacija flagele omogoča 
bakterijam, da se premikajo v smeri ugodnega okolja in stran od neugodnega (Baldvinsson 
in sod., 2014). Ker so flagelini pri Campylobacter močno glikozilirani, spremembe v 
glikanski sestavi vplivajo na avtoaglutinacijo in tvorbo mikrokolonij na črevesnih 
epitelijskih celicah (Guerry, 2007). Nato se s pomočjo adhezinov C. jejuni veže na 
receptorske molekule gostiteljskih celic (Konkel in sod., 2001). Proces absorpcije lahko 
zahteva različne celične dejavnike, kar nakazuje na to, da so bakterije C. jejuni razvile več 
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različnih mehanizmov za vstop v evkariontske celice (Friis in sod., 2005). Bouwman in 
sod. (2013) navajajo, da sta od aktina- odvisni ali z mikrotubuli- posredovani mehanizem 
najbolj učinkovita načina vstopa C. jejuni v epitelne celice črevesja. Kompleksno vlogo 
flagel pri patogenezi bakterije C. jejuni vključuje izločanje Cia proteinov (ang. 
Campylobacter invasion antigens). Ti so odgovorni za spremembe v celični signalizaciji, 
zaradi česar pride do prerazporeditve citoskeleta gostiteljskih celic in nagubanja celične 
membrane (Neal-McKinney in sod., 2012). Domneva se, da se znotraj gostiteljske celice C. 
jejuni zadržuje v membransko - vezanih predelih, v t.i Campylobacter- vsebujoči vakuoli 
(ang. Campylobacter containing vacuoles - CCV). Znotrajcelično preživetje je lahko 
odvisno od narave CCV (Bouwman in sod., 2013). Invazivnost je pomemben virulenten 
dejavnik v patogenezi C. jejuni in na splošno velja, da so klinični sevi C. jejuni, izolirani iz 
ljudi z drisko, bolj invazivni v primerjavi s sevi, izoliranimi iz perutnine (Prasad in sod., 
1996; Nadeau in sod., 2003; van Deun in sod., 2007; Fearnley in sod., 2008). 
 
2.1.3 Kampilobakterioza  
 
Najpogostejša posledica okužbe s C. jejuni je gastrointestinalno obolenje - 
kampilobakterioza, za katero je značilna obilna driska, vročina in trebušni krči, v hujših 
primerih pa tudi krvavo blato in bruhanje. Infekcijska doza je zelo nizka, le 500 – 800 
bakterij lahko povzročijo bolezen. Inkubacijska doba je 1 – 7 dni (Konkel in sod., 2001). 
Sama okužba običajno poteka akutno in traja približno en teden. Zapleti so redki, vendar se 
lahko pojavijo pri okužbah s C. jejuni, pri čemer lahko pride do avtoimunskih bolezni, kot 
Guillain-Barré-jev sindrom ter reaktivni artritis (Reuter in sod., 2010). Kampilobakterioza 
je od leta 2005 najpogosteje prijavljena zoonoza pri ljudeh v EU (EFSA/ECDC, 2018). 
Vodilna povzročitelja s hrano prenosljivih bakterijskih okužb sta vrsti C. jejuni (90 %) in 
C. coli (Sheppard in Maiden, 2015) . 
 
2.2 MEHANIZMI PREŽIVETJA BAKTERIJ C. jejuni PRI STRESNIH POGOJIH 
 
Preživetje bakterij v naravnih okoljih je odvisno od njihove sposobnosti prilagajanja na 
neugodne okoljske razmere, kot so temperaturna nihanja, pomanjkanje hranil, 
koncentracija kisika, prisotnost toksičnih spojin ipd. Bakterijski odgovor na stres vključuje 
regulirano izražanje metabolno povezanih genov, ki bakterijam omogoča prilagoditev na 
stresne okoljske pogoje. V naravnem okolju so visoka koncentracija kisika, pomanjkanja 
hranil in temperaturne spremembe glavni dejavniki, ki ogrožajo preživetje bakterij C. 
jejuni. Zato je sposobnost prilagajanja na take razmere, vključno v živilsko-predelovalnimi 
obrati, ključna za preživetje (Teh in sod., 2014; Bronowski in sod., 2014; Murphy in sod., 
2006). Eden od pogostih mehanizmov prilagajanja je transformacija v stanje živih, vendar 
ne-kultivabilnih celic (angl. VBNC, viable but nonculturable). Dokazano je, da bakterije C. 
jejuni lahko vstopijo v stanje VNBC, kadar so izpostavljene neugodnim pogojem, kot je 
pomanjkanje hranil, nizke temperature ali aerobno okolje (Bronowski in sod., 2014; 
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Chaisowwong in sod., 2011; Golz in sod., 2018). Pri tem celice spremenijo svojo obliko iz 
spiralne v kokoidno in so kljub prisotnosti flagel negibljive (Silva in sod., 2011; Bronowski 
in sod., 2014). Raziskave so pokazale, da je v stanju VBNC še vedno zaznavna genska 
ekspresija ter se bakterije lahko vežejo na površini piščančjih trupov in črevesnih epitelnih 
celic (Bronowski in sod., 2014). Chaisowwong in sod. (2011) potrjujejo zmožnost 
transformacije celic C. jejuni v stanje VBNC pri nizki temperaturi ter nakazujejo na 
potencialno virulentnost celic v tem stanju. Biofilmske celice C. jejuni pri pogojih 
pomanjkanja hranil in nizke temperature se hitreje transformirajo v stanje VBNC v 
primerjavi s planktonskimi (Golz in sod., 2018). 
 
2.2.1 Odgovor na oksidativni stres 
 
Campylobacter jejuni je mikroaerofilni mikroorganizem, kar pomeni, da energijo pridobiva 
z aerobno respiracijo, vendar je zaradi pomanjkanja encimov zaščite pred oksidativnim 
stresom izjemno občutljiv na koncentracijo kisika. Adaptacija na aerobne pogoje nakazuje, 
da bakterije C. jejuni posedujejo obrambni sistem, s katerim se celice branijo pred 
oksidacijskim stresom. Raziskave so pokazale, da izpostavljenost aerobnim pogojem pri C. 
jejuni vpliva na izražanje genov, povezanih z oksidativno fosforilacijo, antioksidacijo in 
metabolizmom nukleinskih kislin (Kim in sod., 2015). Obramba proti reaktivnim 
kisikovim radikalom pri C. jejuni vključuje tri encime (Bronowski in sod., 2014; Murphy 
in sod., 2006). Superoksid dismutaza (SOD) je odgovorna za odstranjevanje superoksidnih 
anionov z njihovo pretvorbo do H2O2 in kisik. Čeprav nekatere druge črevesne bakterije, 
npr. E. coli, posedujejo več različnih SOD encimov, je pri C. jejuni prisotna samo železo 
vsebujoča SodB (Pesci in sod., 1994). Zaščito pred peroksidnim radikalom C. jejuni nudita 
encima katalaza (KatA) in alkil hidroperoksid reduktaza (AhpC) (Baillon in sod., 1999; 
Grant in Park, 1995). Ključni regulatorji odziva na oksidativni stres, soxRS in oxyR, pri C. 
jejuni nista prisotni. Namesto tega celice producirajo PerR in CosR proteine, ki med 
ostalim regulirajo tudi izražanje aphC in sodB genov in s tem aktivnost SodB in AphC 
(Hwang in sod., 2011; Kim in sod., 2015). 
 
2.2.2 Odgovor na pomanjkanje hranil 
 
Ob pomanjkanju hranil morajo bakterije obvladati stradanje. Odsotnost encima 6- 
fosfofruktokinaza pri C. jejuni onemogoča uporabo sladkorjev, zaradi česar pridobivanje 
energije temelji na uporabi aminokislin ali organskih kislin (Kaakoush in sod., 2015; Epps 
in sod., 2013). Ko se bakterije znajdejo v okolju nizke koncentracije hranil, se sproži odziv 
na stradanje, ki vključuje zmanjšano metabolno aktivnost, upočasnjeno rast, pojav 
plazmolize in zmanjšanje celičnega volumna (Kim in sod., 2015). Za razliko od drugih po 
Gramu-negativnih bakterij, npr. E. coli in Salmonella, pri C. jejuni sigma faktor RpoS, ki 
je odgovoren za odziv na stradanje, ni prisoten. Odziv na stradanje v okoljih z nizko 
koncentracijo hranil se sproži s produkcijo gvanozin tetrafosfat (ppGpp) in edini splošni 
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regulator, ki je odgovoren uravnavanje celične ravni ppGpp pri C. jejuni, je SpoT (Trigui 
in sod., 2017).  
 
2.2.3 Odgovor na temperaturne spremembe 
 
Bakterije C. jejuni so termotolerantne in optimalno rastejo v temperaturnem območju od 37 
ºC do 45 ºC. Ko se med predelavo hrane, shranjevanjem in transportom bakterije znajdejo 
zunaj tega temperaturnega območja, so celice v stresu, na kar se morajo odzvati, da bi se 
zaščitile (Silva in sod., 2011). Ključno vlogo pri odzivu na temperaturne spremembe pri 
bakterijah ima produkcija proteinov hladnega in toplega šoka. Odgovor na toplotni stres je 
posredovan z indukcijo HSP- kodirajočih genov, ki pri C. jejuni kodirajo 24 proteinov 
toplotnega šoka (Murphy in sod., 2006). Mehanizmi, ki ščitijo C. jejuni pri nizkih 
temperaturah, pa niso popolnoma pojasnjeni. Glavni protein hladnega šoka, ki je prisoten 
pri ostalih enteričnih bakterij, CspA, je pri C. jejuni odsoten. Pogost odgovor na nizke 
temperature je poleg sinteze proteinov hladnega šoka (CspA) tudi zmožnost spreminjanja 
sestave celične membrane. Različne bakterije spreminjajo sestavo membranskih maščobnih 
kislin in s tem povečajo fluidnost (Kim in sod., 2015; Murphy in sod., 2006).  Hughes in 
sod. (2009) menijo, da je nizka metabolna aktivnost pri zelo nizki temperaturi razlog za 
odsotnost sprememb v sestavi membranskih maščobnih kislin, saj so celice neaktivne. 
Vendar se celice lahko hitro prilagodijo, ko postanejo pogoji v okolju ugodnejši.  
 
2.3 TVORBA BIOFILMA 
 
Sposobnost bakterij, da se na površinah povežejo med seboj v komunikacijskih skupnostih, 
znanih kot biofilmi, je zelo pomemben način preživetja bakterij. Biofilmi so zelo pogosti v 
naravi, kar ni presenetljivo, saj so 1000-krat bolj odporni na okoljske obremenitve, kot so 
različne protimikrobne snovi, vključno z antibiotiki in razkužili, v primerjavi z njihovimi 
planktonskimi oblikami (Jamal in sod., 2015). Zaradi večje odpornosti so zelo 
problematični, tako v kliničnem okolju, kot tudi v živilski industriji, kjer povzročajo 
številne težave.  
 
Biofilmi so definirani kot mikrobne združbe, v katere so celice povezane med sabo in na 
biotsko ali abiotsko površino. Te adherirane celice so vpete v polimerno strukturo različnih 
zunajceličnih polimernih produktov – EPS (ang. extracellular polymeric substances), ki 
bakterijam nudi zaščito pred številnimi stresnimi okoljskimi dejavniki. Tak zaščitni 
mehanizem otežuje tudi uničenje samega biofilma (Donlan, 2002). Tvorba biofilma je zelo 
kompleksen proces in poteka v več korakih (slika 3): (1) Začetna reverzibilna pritrditev 
planktonskih celic na površino; (2) Celična agregacija in tvorba mikrokolonij, ki vodi do 
ireverzibilne adhezije ter tvorbe zunajceličnega matriksa; (3) Razmnoževanje bakterij in 
razvoj strukturnega biofilma; (4) Razvoj zrelega biofilma; (5) Občasno sproščanje 
posameznih biofilmskih celic v okolico (Hall-Stoodley in sod., 2004; Jamal in sod., 2015).  
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Začetna reverzibilna pritrditev je odvisna od van der Waalsovih in hidrofobnih interakcij, 
ki kasneje postanejo ireverzibilne in omogočajo adhezijo na abiotski površini. Bakterije 
imajo tudi strukturne adhezine ter fimbrije, ki so del celične ovojnice in ustvarjajo mostove 
med celicami in površinami ter izboljšajo bakterijsko adhezijo. Nato bakterije začnejo 
sintetizirati zunajcelične polimerne snovi in se zelo hitro zapletejo v zunajcelični matriks in 
tvorijo zreli biofilm (Hall-Stoodley in sod., 2004).  
 
Sestava EPS je odvisna od bakterijske vrste in v osnovi vključuje polisaharide, proteine, 
nukleinske kisline, lipide in fosfolipide (Brown in sod., 2015; Khelissa in sod., 2017). Ena 
od pogosto prisotnih sestavin EPS je tudi zunajcelična DNA ali eDNA (ang. extracellular 
DNA – eDNA), ki spodbuja adhezijo na abiotske površine preko kislinsko-bazičnih 
interakcij (Okshevsky in Meyer, 2015). EPS kažejo različne fiziološke prednosti za 
preživetje bakterij v biofilmih, kot je shranjevanje hranil, vzdrževanje hidracije, 
preprečevanje in zaviranje penetracije protimikrobnih snovi (Davies, 2003). 
 
 
Slika 3: Shematski prikaz različnih faz nastajanja biofilma (Monroe, 2007). 
 
2.3.1 Filmotvornost bakterij C. jejuni 
 
Kljub zahtevnim pogojem rasti in svoje mikroaerofilne narave je C. jejuni zelo razširjen 
mikroorganizem. Pri tem je tvorba biofilma verjetno ena od najpomembnejših značilnosti 
te bakterije, ki jim omogoča preživetje v stresnih aerobnih okoljih (Joshua in sod., 2006; 
Bronnec in sod., 2016). Tvorba biofilma je dobro opredeljen način rasti in preživetja, kjer 
so površinsko vezane in s polimernim matriksom obdane bakterije zaščitene pred stresnimi 
okoljskimi razmerami. Bakterije rodu Campylobacter spp. lahko tvorijo enovrstni biofilm, 
še pogosteje pa kolonizirajo že obstoječe biofilme drugih bakterij (Reuter in sod., 2010). C. 
jejuni je sposoben tvoriti biofilm na različnih matrialih, kot so nerjavno jeklo, steklo in 
plastika (Dykes in sod., 2003), ta sposobnost je po poročanju nekaterih avtorjev povečana 
pri aerobnih pogojih (Oh in sod., 2016; Reuter in sod., 2010; Turonova in sod., 2015) ter 
ob prisotnosti piščančjega izcedka (Brown in sod., 2014; Li in sod., 2017; Melo in sod., 
2017).  
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Molekularni mehanizem nastajanja biofilma C. jejuni je slabo raziskan v primerjavi z 
drugimi, s hrano prenosljivimi patogeni. Na splošno je tvorba biofilma genetsko uravnavan 
proces, ki je povezan z mnogimi dejavniki, kot so gibljivost, bakterijski površinski 
polisaharidi in celična morfologija (Joshua in sod., 2006), vključno z okoljskimi dejavniki 
kot so temperatura in osmolarnost (Reeser in sod., 2007).  
 
Celična gibljivost je dejavnik z velikim učinkom pri procesu nastajanja biofilma. Proteini, 
ki so vključeni pri gibljivosti, kot so flagelini FlaA in FlaB, proteini bazalnega telesa FlgG 
in FlgG2 in kemotaktični protein CheA, kažejo višjo stopnjo izražanja v biofilmih kot pri 
planktonskih celicah (Kalmokoff in sod., 2006). Številne raziskave so pokazale, da izbris 
genov, vključenih v biosintezo flagel, zmanjša sposobnost tvorbe biofilma (Kalmokoff in 
sod., 2006; Moe in sod., 2009; Reuter in sod., 2010; Svensson in sod., 2014; Joshua in 
sod., 2006). Reeser in sod., (2007) so ugotovili da je tvorba biofilma pri mutantu C. jejuni 
flaAB bistveno nižja v primerjavi z divjim tipom.  
 
Kemotaksa je proces zaznavanja koncentracijskih gradientov kemijskih snovi (npr. hranil) 
in usmerjenega gibanja proti ali stran od teh dražljajev. Ima pomembno vlogo pri 
prilagajanju C. jejuni na različne niše. Kemotaksijski sistem združuje signale zunanjih in 
notranjih senzorjev preko signalne kaskade, ki jo sestavljajo proteini MCP  (ang. methyl-
accepting chemotaxis proteins – MCP): CheW/CheV, CheA in CheY, medtem ko drugi 
dejavniki, kot so CheB ali CheR, modulirajo in natančno prilagodijo signalno kaskado 
(Chandrashekhar in sod., 2017). Reuter in sod. (2018) so pokazali, da odstranitev 
katerekoli komponente kemotaksijske kaskade povzroči neorganizirano tvorbo biofilma, 
kar pomeni, da ima sistem za kemotakso pomembno vlogo pri koordinaciji tvorbe 
biofilma.  
 
Proteomske analize biofilmov C. jejuni kažejo, da so številni geni različno izraženi v 
biofilmih v primerjavi s planktonskimi celicami. Te visoko regulirane genske skupine 
vključujejo gene, ki sodelujejo pri presnovi železa, oksidativni obrambi, energetskem 
metabolizmu in membranski modifikaciji (Sampathkumar in sod., 2006). V aerobnih 
pogojih je oksidativni stres povezan s produkcijo reaktivnih kisikovih radikalov (ang. 
Reactive oxygen species- ROS), kar pomeni, da odgovor in odpornost na oksidativni stres 
pomembno vplivata na preživetje C. jejuni v teh pogojih (Kim in sod., 2015). Geni, ki so 
vključeni pri obrambi pred oksidativnim stresom pri C. jejuni so alkil hidroperoksid 
reduktaza (ahpC), katalaza (katA) in superoksid dismutaza (sodB). Ekspresija teh genov je 
modulirana z genskimi regulatorji, kot so PerR, CosR in Fur (Oh in sod., 2016). Oh in sod. 
(2016) so pokazali, da je transkripcija antioksidantnih genov izrazito povečana v aerobnih 
pogojih v primerjavi z mikroaerofilnimi pogoji. Gen ahpC pa kaže višji transkripcijski nivo 
kot katA in sodB v biofilmih, tako v mikroaerofilnih kot tudi v aerobnih pogojih, kar 
potrjuje da ima ahpC pomembno vlogo pri razvoju biofilma.  
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Sestava biofilmskega matriksa C. jejuni ni v celoti poznana. Znano je, da kot sestavni del 
matriksa najdemo polisaharide, proteine in eDNA (Bae in sod., 2014; Moe in sod., 2009). 
Produkcija polisaharidov je pomembna v fazi zorenja biofilma pri mnogih bakterijah, saj 
so polisaharidi pogost sestavni del ekstracelularnega matriksa. Izbris genov, ki so vključeni 
v produkcijo lipopolisaharidov, kot so galT, cskIII in waaF, povečuje tvorbo biofilma 
(Naito in sod., 2010). Medtem pa izbris cj1324, ki je del od O – povezanega flagelin 
glikozilacijskega otoka pri C. jejuni vodi do zmanjšane tvorbe biofilma, brez izgube 
sposobnosti gibanja (Howard in sod., 2009). 
 
2.3.2 Dejavniki, ki vplivajo na adhezivnost C. jejuni na kontaktno površino 
 
Adhezija bakterij na kontaktno površino je zelo kompleksen proces in predstavlja začetni 
korak pri kolonizaciji in tvorbi biofilma. Čeprav je popolno razumevanje mehanizmov 
vezave bakterij na površino še vedno nejasno, se proces najverjetneje zgodi v dveh 
korakih: začetna reverzibilna fizična stopnja, ki ji sledi ireverzibilna molekularna stopnja 
(Nguyen in sod., 2012; Carniello in sod., 2018). Pri začetni reverzibilni povezavi se 
bakterijske celice premikajo proti kontaktni površini s pomočjo fizičnih sil, kot so van der 
Waalsove interakcije, elektrostatske in hidrofobne interakcije (Missirlis in Katsikogianni, 
2004; Carniello in sod., 2018). Ko so celice oddaljene od površino več kot 50 nm, so te 
fizične interakcije nespecifične in so odvisne od razdalje in proste energije. Ko se razdalja 
zmanjša (< 5 nm), se v proces adhezije vključijo interakcije na kratkem dosegu, kot so 
kemijske, ionske in dipolne ter hidrofobne interakcije (Khelissa in sod., 2017). V 
molekularni fazi pritrjevanja med bakterijsko in kontaktno površino pa prevladujejo 
molekularno specifične interakcije. Kmalu po začetnem stiku celic s površino pride do 
odstranjevanja medfazne vode in formiranja privlačnih kislinsko - baznih interakcij. Lahko 
se tudi eDNA preuredi v bolj podolgovato konformacijo in tako izpostavi več vezavnih 
mest s kontaktno površino (Carniello in sod., 2018). Strukturni adhezini, ki so del celične 
ovojnice, kot pili, fimbrije in flagele, ustvarjajo mostove med celicami in površino in na 
tak način omogočajo močnejšo vezavo bakterij na površino (Missirlis in Katsikogianni, 
2004; Khelissa in sod., 2017). Na hitrost in obseg pritrditve na različne površine lahko 
vplivajo različni dejavniki, kot so fizikalno – kemijske lastnosti kontaktne površine in 
celične površine, celične površinske strukture, fiziološko stanje celic ter okoljski dejavniki 
(Roger in sod., 2008).  
 
2.3.2.1 Vpliv okoljskih dejavnikov na adhezivnost 
 
Okolje, v katerem se bakterije nahajajo, je zelo pomembno pri nastajanja biofilma. 
Dejavniki okolja, kot so vrednost pH, koncentracija hranil, temperatura, koncentracija 
kisika in prisotnost protimikrobnih snovi lahko različno vplivajo na različne bakterijske 
vrste in na njihovo sposobnost tvorjenja biofilma. Bakterije, kot je npr. Pseudomonas 
aeruginosa, tvorijo biofilm v okoljih, kjer je koncentracija hranil visoka. Nasprotno pa 
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bakterijske vrste, kot E. coli in Salmonella spp. tvorijo biofilm, ko pride do pomanjkanja 
hranil (Merritt in sod., 2005; Stepanović in sod., 2004). Študije so pokazale, da tudi C. 
jejuni tvori več biofilma v gojišču MHB v primerjavi z bogatejšimi gojišči, kot sta bujon 
Brucella ali Bolton (Reeser in sod., 2007; Teh in sod., 2016). Temperatura okolja je tudi 
pomemben dejavnik. Adhezija na površini nerjavnega jekla in posledično tudi tvorba 
biofilma pri C. jejuni je večja pri višjih temperaturah (Nguyen in sod, 2010; Reeser in sod., 
2007). Teh in sod. (2016) so pokazali, da tudi temperatura pripravljanja inokuluma pri C. 
jejuni vpliva in da je tvorba biofilma večja, ko je inokulum pripravljen pri temperaturi 37 
ºC v primerjavi z 42 ºC. Kljub temu da je C. jejuni mikroaerofilen organizem, nekateri 
avtorji poročajo o večji filmotvornosti pri aerobnih pogojih, kot odgovor na stresne 
okoljske razmere (Reuter in sod., 2010).  
 
2.3.2.2 Lastnosti mikroorganizma, ki vplivajo na adhezivnost 
 
Fizikalno-kemijske lastnosti celične površine, kot sta hidrofobnost in površinski naboj, 
vplivajo na pritrjevanje številnih bakterij na biotske in abiotske površine. Povečana 
hidrofobnost in zmanjšanje negativnega naboja naj bi povečala hidrofobne interakcije ter 
zmanjšala elektrostatična odbojna razmerja med bakterijami in površinami (Bos in sod., 
1999; Peng in sod., 2001). Nguyen in sod. (2011) so v svoji raziskavi ugotovili, da je 
povečana celična hidrofobnost pri C. jejuni pozitivno povezana s številom celic, pritrjenih 
na površini jekla in stekla, kar kaže, da povečana celična hidrofobnost lahko pomembno 
prispeva k večji sposobnosti pritrjevanja. Nasprotno pa so ugotovili, da celični površinski 
naboj ni pomembno povezan s številom pritrjenih celic na abiotski površini (Nguyen in 
sod., 2011). Raziskave so pokazale, da imata celična hidrofobnost in površinski naboj 
vlogo tudi pri vezavi C. jejuni na fibronektin in različne celične linije in vitro. Povečana 
celična hidrofobnost in večji površinski naboj povečata sposobnost pritrditve na 
fibronektin (Nguyen in sod., 2011).  
 
Celične površinske strukture, kot so flagele, proteini zunanje membrane in zunajcelični 
polisaharidi, so tudi pomembni dejavniki, ki vplivajo na adhezijo. Inaktivacija genov, 
odgovornih za gibljivost, zmanjša sposobnost adhezije C. jejuni na biotskih in abiotskih 
površinah (Kalmokoff in sod., 2006; Joshua in sod., 2006). Poleg tega flagele delujejo kot 
mostovi, ki povezujejo bakterijske celice v biofilmu (Moe in sod., 2009). Prav tako C. 
jejuni lahko producira zunajcelične (kapsularne) polisaharide, ki so vezani na celice in 
vplivajo na adhezivnost preko spreminjanja narave bakterijskih površin, ali pa zunajcelične 
polisaharide, ki se izločajo v okolje kot sluz in vplivajo na adhezivnost s spreminjanjem 
fizikalno – kemijskih lastnosti kontaktnih površin (Tsuneda in sod., 2003). Tsuneda in sod. 
(2003) so raziskovali korelacijo med adhezijo 27 heterotrofnih sevov C. jejuni na stekleni 
površini in količino EPS ter površinske lastnosti celic, kot je zeta potencial in hidrofobnost. 
Ugotovili so, da če je količina EPS majhna, je adhezija inhibirana preko elektrostatične 
interakcije, če pa je količina EPS velika, je adhezija povečana s polimerno interakcijo. 
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Korelacija med zeta potencialom in adhezivnostjo je bila pri sevih, ki niso producirali 
veliko EPS, šibka (Tsuneda in sod., 2003). 
 
2.3.2.3 Lastnosti kontaktnih površin, ki vplivajo na adhezivnost 
 
Na splošno velja, da hidrofilne abiotske površine omogočajo večjo adhezijo in tvorbo 
biofilma kot hidrofobne (Khelissa in sod., 2017). Vpliv fizikalno – kemijskih lastnosti 
kontaktne površine, kot so hidrofobnost, naboj, kemijska sestava in hrapavost površine, na 
adhezivnost C. jejuni na abiotske površine še vedno ni dobro pojasnjen. Različni sevi 
Campylobacter se lahko pritrdijo na površini nerjavnega jekla in stekla, ne pa na površino 
iz poliuretana. Ker se poliuretan od nerjavnega jekla in stekla razlikuje glede na površinsko 
hidrofobnost, naboj in hrapavost, ti rezultati kažejo, da fizikalno-kemijske lastnosti in 
hrapavost površine igrajo ključno vlogo pri pritrditvi kampilobaktra (Nguyen in sod., 
2012). 
 
2.3.3 Pomen biofilmov C. jejuni v živilski industriji 
 
Prisotnost biofilmov je pogosta v živilski industriji, saj lahko biofilmi obstajajo na vseh 
vrstah površin - plastike, stekla, jekla, lesa ter živilskih proizvodov (Galie in sod., 2018; 
Joshua in sod., 2006; Melo in sod., 2017). Mikrobiota živali med zakolom, klavniško 
okolje in oprema v klavnicah lahko kontaminirajo trupe in mesne izdelke. Mokre površine 
v živilsko-predelovalnih okoljih so lahko odlična podlaga za razvoj in obstoj biofilmov, 
posledično se lahko kontaminirajo tudi živilski produkti, ki pridejo v stiku s kontaminirami 
površinami. Pomemben vir kontaminacije so tudi vodovodni sistemi, znotraj katerih se 
lahko mikroorganizmi razmnožujejo in formirajo biofilm ter so ob sproščanju stalni vir 
kontaminacije (Melo in sod., 2017). 
 
Pritrjevanje bakterij na kontaktne površine povzroča resne higienske težave in ekonomske 
izgube, predvsem zaradi kvarjenja hrane. Poleg tega je prisotnost biofilmov patogenih 
mikroorganizmov, ki se prenašajo s hrano, v živilskih sistemih resno tveganje tudi za javno 
zdravje (Galie in sod., 2018). Bakterije C. jejuni niso izjema, saj njihova sposobnost tvorbe 
biofilma na površinah v živilsko-predelovalnih okoljih lahko prispeva k njihovemu 
preživetju v okolju izven njihovega naravnega življenskega okolja, črevesja. Poleg tega 
raziskave kažejo, da imajo bakterije C. jejuni velik potencial za razširjanje s hrano, kar 
povečuje tveganje za navzkrižno kontaminacijo (Joshua in sod., 2006). Med zakolom lahko 
bakterije C. jejuni izkoriščajo ugodno okolje v kožnih porah piščančjih trupov, ki jim 
omogočajo preživetje pri stresnih pogojih, kot je visoka koncentracija kisika (Golz in sod., 
2018). 
 
Razumevanje dejavnikov filmotvornosti bakterij C. jejuni, tako na abiotski kot tudi na 
biotski površini, je pomembno za razvoj učinkovitih strategij za zmanjšanje prisotnosti C. 
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jejuni ter preprečevanje kontaminacije živilskih izdelkov in s tem zagotavljanje kakovosti 
in varnosti hrane. Trenutne raziskave so usmerjene na zmanjšanje adhezivnosti bakterijskih 
celic z uporabo plazemske obdelave ali uporaba encimov, bakteriocinov, bakteriofagov 
ipd. za prekinitev že obstoječega biofilma, kot tudi inhibicija celične signalizacije (Golz in 
sod., 2018).  
 
2.4 ODPORNOST BAKTERIJ C. jejuni PROTI PROTIMIKROBNIM SNOVEM 
 
Bakterije uporabljajo različne mehanizme, ki jim omogočajo, da se odzovejo in prilagodijo 
na široko paleto okoljskih nevarnosti, ki lahko ogrožajo njihov obstoj in preživetje, 
vključno s prisotnostjo antibiotikov in biocidov. Prekomerna uporaba in zloraba 
antibiotikov v številnih sektorjih sta privedla do pojava vse večjega števila odpornih 
mikroorganizmov (Zaman in sod., 2017). Zmanjšana občutljivost na biocide se tudi 
povečuje (Russell, 2002; Mavri in sod., 2012). Bakterijska odpornost je lahko naravna, 
prirojena lastnost bakterij, kot je prisotnost izlivnih črpalk, ali pa je pridobljena. 
Pridobljena odpornost je lahko posledica mutacije v avtohtonih genih ali horizontalnim 
prenosom genov med bakterijami (Ammor in sod., 2007). 
 
Odpornost na protimikrobna sredstva pri C. jejuni je posledica sinergističnega delovanja 
izlivnih črpalk in genskih mutacij. Mavri in Smole Možina (2012) poročata, da je aktivnost 
izlivnih črpalk zelo pogost mehanizem odpornosti, ki lahko v veliki meri pripomore k 
razvoju večkratno odpornih vrst Campylobacter spp. Najbolj opisana izlivna črpalka 
CmeABC pri C. jejuni je sestavljena iz treh komponent: proteina zunanje membrane, 
transportnega membranskega proteina in periplazemskega proteina, kodiranih s cmeC, 
cmeB in cmeA geni. Druge izlivne črpalke, ki prav tako lahko prispevajo k odpornosti, so 
CmeDEF in CmeGH (Yan in sod., 2006). Tretji mehanizem odpornosti pri C. jejuni je 
spremenjena membranska permeabilnost, ki jo posreduje veliki porin zunanje membrane 
(ang. major outer membrane porin – MOMP). Pri po Gramu negativnih bakterijah so ti 
porini v bistvu proteini zunanje membrane, ki se lahko transformirajo v pore. Pri C. jejuni 
MOMP formira majhne pore, ki omejujejo vstop antibiotikov (Pumbwe in sod., 2004). 
 
Odpornost mikroorganizmov na protimikrobne snovi je v svetu vse večji problem, tudi 
kampilobakter ni izjema. Številne države po vsem svetu poročajo o hitrem povečanju 
deleža na antibiotike odpornih izolatov C. jejuni iz različnih okolij.  
 
2.4.1 Odpornost proti antibiotikom 
 
Odpornost na antibiotike pri kampilobaktrih je velik izziv za varnost hrane in javno 
zdravstvo. Zaradi visoke prevalence odpornosti na fluorokinolone ti izgubljajo učinkovitost 
pri zdravljenju kampilobakterioze (EFSA/ECDC, 2018). Po poročanju EFSA/ECDC 
(2019) tudi v Evropi odpornost C. jejuni proti antibiotikom narašča. Enako kot v prejšnjih 
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letih, je bil tudi v letu 2017 ugotovljen visok delež humanih izolatov, odpornih proti 
ciprofloksacinu (57,7 %),  sledila je odpornost na tetraciklin (45,5 %), eritromicin (2 %) in 
gentamicin (0,5 %). Še večjo prevalenco odpornosti so zaznali med sevi, izoliranimi iz 
piščancev in piščančjega mesa. Odpornost na ciprofloksacin je bila v letu 2017 pri izolatih 
iz piščančjega mesa relativno zelo pogosta (66,8 %). Odpornost na eritromicin pri izolatih 
iz piščančjega mesa pa je bila redka (< 1,3 %) (EFSA/ECDC, 2019). 
 
Najpogosteje uporabljeni antibiotiki v klinični terapiji kampilobakterioze so makrolidi, kot 
so azitromicin in eritromicin, in fluorokinoloni, kot je ciprofloksacin (Iovine, 2013).  
 
Delovanje fluorokinolonov je usmerjeno na encimi DNA giraza in topoizomeraza IV, ki 
sodelujeta pri replikaciji, transkripciji in rekombinaciji DNA. Kinolonski antibiotiki se 
namreč vežejo na vezavno mesto na DNA za te encime in preprečijo njihovo delovanje in 
na tak način zavirajo sintezo bakterijskih nukleinskih kislin (Redgrave in sod., 2014; Pham 
in sod., 2019). Odpornost na fluorokinolone pri C. jejuni vključuje dva mehanizma, ki 
delujeta sinergistično: inaktivacija tarče fluorokinolonov ter izločanje fluorokinolonov 
(Sierra-Arguello in sod., 2018). Ker so nekatere študije pokazale, da C. jejuni ne poseduje 
parC in parE genov, ki kodirata encim topoizomeraza IV (Parkhill in sod., 2000), je 
rezistenca na fluorokinolonov posledica substitucije aminokislin v genu gyrA,  ki kodira 
podenote DNA giraze. Lahko pride do različnih modifikacij v GyrA, najpogostejša pa je 
mutacija Thr86Ile, ki povzroči visoko stopnjo odpornosti (Sierra-Arguello in sod., 2018). 
K odpornosti prispeva tudi povečano izražanje kromosomsko kodiranih izlivnih črpalk 
CmeABC, ki zmanjšujejo znotrajcelično koncentracijo fluorokinolonov (Yan in sod., 
2006).  
 
Delovanje makrolidov temelji na zaviranju od RNA odvisne sinteze proteinov. Makrolidi 
se vežejo na 50S podenoto bakterijskega ribosoma, kar vodi do konformacijske spremembe 
v ribosomu in prekinitev podaljšanjevanja peptidne verige (Aldred in sod., 2014; Fyfe in 
sod., 2016). Glavni mehanizmi odpornosti na makrolide pri kampilobaktrih so ciljna 
modifikacija, izločanje antibiotika in spremenjena membranska permeabilnost (Lin in sod., 
2007). Mutacije v genih za 23S rRNA na poziciji 2074 in 2075 dajejo visoko stopnjo 
odpornosti na makrolide. Izlivne črpalke CmeABC, ki delujejo sinergistično z 23S rRNA 
mutacijami, tudi prispevajo k odpornosti na makrolidne antibiotike (Iovine, 2013).   
 
2.4.2 Odpornost proti biocidom 
 
Čeprav so bakterije C. jejuni zelo občutljive na stres, lahko preživijo v klavniškem okolju, 
vključno s čiščenjem in razkuževanjem. Zaenkrat je še vedno malo informacij o 
občutljivosti C. jejuni na dezinfekcijska sredstva, ampak se na splošno obravnavajo kot 
mikroorganizmi, ki so dovzetni za razkužila, ki se uporabljajo v živilski industriji (Mavri in 
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sod., 2012). Vendar velika uporaba kemijskih razkužil, zlasti kvartarnih amonijevih spojin, 
lahko prispeva k povečani odpornosti.  
 
Benzalkonijev klorid je v živilski industriji zelo pogosto uporabljen biocid (Merchel in 
Pereira, 2019; Russell, 2002). Uvrščamo ga med kvartarne amonijeve spojine. To so 
amfoterni surfaktanti, ki običajno vsebujejo en kvartarni dušik, ki je povezan z vsaj enim 
večjim hidrofobnim substituentom in tremi metilnimi skupinami. Mehanizmi delovanja 
kvartarnih amonijevih spojin vključujejo poškodbe bakterijske celične stene in ovojnice, 
spreminjanje integritete celične membrane in povečanje prepustnosti membrane, 
inaktivacijo membranskih encimov (Morente in sod., 2013; Russell, 2002).  Benzalkonijev 
klorid je kationsko površinsko aktivno dezinfekcijsko sredstvo, ki pri po Gramu negativnih 
bakterijah poruši integriteto celične membrane. Delovanje temelji na interakciji pozitivno 
nabitega dušika v benzalkonijevem kloridu z negativno nabitimi skupinami kislih 
fosfolipidov v bakterijski membrani (Gilbert in Moore, 2005). Biocid se nato adsorbira v 
citoplazemsko membrano, kjer pride do nastanka mešanih micelarnih agregatov, ki 
destabilizirajo membrano. Nazadnje pride do uhajanja celičnih sestavin (Gilbert in Moore, 
2005).  
 
Mehanizmi odpornosti proti biocidom so slabo raziskani. Znano je, da vsaj nekateri od 
splošnih mehanizmov odpornosti, kot je prekomerno izražanje izlivnih črpalk, zmanjšana 
prepustnost celične membrana, sprememba tarč in horizontalen genski prenos, prispevajo 
tudi k odpornosti proti biocidom (Merchel in Pereira, 2019). Prisotnost biofilma tudi lahko 
prispeva k zmanjšani občutljivosti, saj je lahko difuzija razkužila zaradi prisotnosti 
zunajceličnega matriksa, omejena (Bridier in sod., 2011; Merchel in Pereira, 2019). 
 
2.5 RASTLINE KOT ALTERNATIVNI VIR PROTIMIKROBNIH SNOVI 
 
Biofilmi so kompleksne mikrobne združbe, ki so zelo odporne na protimikrobna sredstva, 
zato sta zaviranje nastajanja biofilma in odstranjevanje že prisotnih biofilmov ključna za 
zmanjšanje oz. preprečevanje kontaminacij ter okužb z različnimi mikroorganizmi (Bridier 
in sod., 2015). Zaradi povečanja odpornosti mikroorganizmov na konvencionalne 
antibiotike in neželenih stranskih učinkov obstoječih terapij so tradicionalne zdravilne 
rastline vedno bolj privlačen vir protimikrobnih sredstev (Serrano in sod., 2011; Kremer in 
sod., 2015; Radulovič in sod., 2013; Vitanza in sod., 2019).  
 
Kraljestvo rastlin je pomemben in dragocen vir mnogih fitokemikalij, za katere je bilo 
dokazano, da imajo protimikrobne lastnosti (Radulovič in sod., 2013). Na splošno so 
bioaktivni rastlinski izvlečki sekundarni metaboliti (fenoli, terpeni, flavonoidi, alkaloidi in 
tanini), ki lahko vplivajo na mikrobne celice na več različnih načinov. Povzročajo motnje 
membranske integritete celic, vključno z izlivnimi sistemi, prekinitev sinteze in delovanje 
nukleinskih kislin, povzročajo koagulacijo citoplazemskih sestavin. Lahko motijo ali 
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preprečujejo normalno celično komunikacijo in s tem inhibirajo nastajanje biofilma 
(Radulovič in sod., 2013; Wijesundara in sod., 2019). Protimikrobno delovanje rastlinskih 
izvlečkov je odvisno od njihove koncentracije, kemijske strukture in hlapnosti njihovih 
sestavin (Gonelimali in sod., 2018). Nekateri raziskovalci so poročali, da imajo alkoholni 
izvlečki (metanolni, etanolni) boljše protimikrobno delovanje kot vodni izvlečki 
(Gonelimali in sod., 2018; Kremer in sod., 2015).  
 
2.5.1 Kraški šetraj (Satureja montana) 
 
Rod Satureja spada v družino ustnatic (Lamiaceae) in obsega 30 vrst, katerih središče 
distribucije se nahaja v vzhodnem delu sredozemskega območja. Kraški šetraj je 
polgrmasta, aromatična rastlina, ki najbolj uspeva v sušnih, sončnih, kamnitih predelih in 
zraste do 40 cm visoko. Različni deli kraškega šertraja se v tradicionalni medicini pogosto 
uporabljajo zaradi njihove analgetične, antiseptične in antioksidativne aktivnosti (Serrano 
in sod., 2011). Nadzemni deli S. montana se v infuzijski obliki uporabljajo pri zdravljenju 
bolezni limfnega sistema. V tradicionalni medicini se S. montana uporablja tudi proti 
črevesnim parazitom in za zdravljenje želodčnih motenj in kašlja (Kremer in sod., 2015). 
 
Izvlečki S. montana vsebujejo različne sestavine, ki jim dajejo protimikrobne in 
antioksidativne lastnosti (Kremer in sod., 2015; Serrano in sod., 2011; Šimunović in sod., 
2019; Vitanza in sod., 2019). Serrano in sod. (2011) so v svoji raziskavi identificirali 67 
komponent eteričnega olja kraškega šetraja. V največjem deležu je bil prisoten karvakrol, 
ki je skupaj s timolom in metilnim estrom sestavljal 51 % vseh komponent (Serrano in 
sod., 2011). Lahko pa je skupni delež karvakrola in timola v eteričnem olju še večji (64,8 
%). Ob tem je bil v sestavi eteričnega olja zelo dobro zastopan tudi p-cimen (19,3 %) 
(Šimunović in sod., 2019). Pri etanolnem izvlečku kraškega šetarja pa poleg karvakrola in 
timola, v večjem deležu je prisotna tudi rožmarinska kislina (Kremer in sod., 2015).  
 
Karvakrol je fenolna komponenta, ki deluje na citoplazemsko membrano z vstavljanjem 
med acilne verige fosfolipidov. S tem se poveča prepustnost membrane (Radulovič in sod., 
2012). Timol je monoterpenski fenol, ki deluje tako na notranjo, kot tudi na zunanjo 
celično membrano. Poveže se na membranske proteine s vodikovimi in hidrofobnimi vezi 
in poveča prepustnost (Gonelimali in sod., 2018). p-cimen tudi deluje na  citoplazemsko 
membrano in povzroči spremembe v membranskem potencialu (Radulovič in sod., 2012).  
Novejše raziskave nakazujejo tudi na protibiofilmsko delovanje p-cimena. Učinek 
zmanjšanja biofilma se pripisuje kopičenju p-cimena v bakterijski membrani ter 
spremembam v membranski strukturi (Marchese in sod., 2017). Rožmarinska kislina vpliva 
na celično membrano in povzroča spremembe v genskem materialu in transport elektronov 
ter povzroči izgubo funkcionalnosti membrane (Nieto in sod., 2018).  
 
Zajkoska S. Karakterizacija biofilma klavniških in okoljskih sevov bakterij Campylobacter jejuni. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
18 
Obstaja nekaj raziskav, ki poročajo o protimikrobnim delovanjem izvlečkov S. montana. 
Kremer in sod. (2015) so testirali protimikrobno delovanje metanolnih izvlečkov S. 
montana. Pri tem so bili vsi tretirani mikroorganizmi (bakterije in glive) dovzetni na 
delovanje izvlečkov (Kremer in sod., 2015). Tudi Serrano in sod. (2011) poročajo o 
protibakterijskem delovanju eteričnega olja in etanolnega izvlečka kraškega šetraja. Kot 
mehanizem delovanja navajajo sposobnost karvakrola in timola, da povečata prepustnost 
membrane (Serrano in sod., 2011). Kljub raziskanosti protimikrobnega delovanja 
izvlečkov S. montana je malo raziskav usmerjenih na njihovo protibiofilmsko delovanje. 
Vitanza in sod. (2019) so testirali sposobnost izvlečkov S. montana za preprečevanje 
nastajanja biofilma in odstranjevanje že formiranega biofilma bakterij E. coli, S. aureus in 
L. monocytogenes. Pripravki z višjimi koncentracijami izvlečka so bili zmožni 
preprečevanja tvorbe biofilma, vendar niso bili učinkoviti pri odstranjevanju že nastalega 
biofilma (Vitanza in sod., 2019).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 SHEMA POTEKA DELA 
 
KVANTIFIKACIJA BIOFILMA PRI BAKTERIJ C. jejuni NA 
JEKLENI POVRŠINI 




Revitalizacija bakterij C. jeuni
Priprava inokoluma
Gojišča: MHB; MHB+PI(50 % v/v). OD600=0,1
POGOJI INKUBACIJE
72 ur: 42 ºC, mikroaerofilno
           37 ºC, mikroaerofilno
  8 ºC, aerobno
PROTIMIKROBNO DELOVANJE IZVLEČKA S. montana IN 




Inkubacija (24 ur, 37 °C, 
mikroaerofilno)
Dodatek resazurina
Inkubacija (2 uri, 42 °C, 
mikroaerofilno)
Diski + 1 mL inokoluma
Inkubacija:72  ur, 37 °C, mikroaerofilno
Tretma (1 min): SAT (1500 µg/mL)

















0, 4, 8 in 24 ur
Priprava vzorce planktonskih in biofilmskih celic (10
4 
celic/mL)
Inkubacija: 42 °C, mikroaerofilno
Čas vzorčenja: 4 in 8 ur
100 µLvzorca+100 µL 
raztopine Live/Dead
Merjenje kinetike: 1h;λEx 
=480 nm in λEm=500 nm
100 µLvzorca+3,125 µL 
raztopine EtBr
RFU RFU
Merjenje kinetike: 1h;λEx 





Slika 4: Shematski prikaz poteka eksperimentalnega dela. 
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3.2.1 Delovni mikroorganizmi 
 
Pri preučevanju biofilma klavniških in okoljskih sevov bakterij Campylobacter jejuni smo 
uporabili 8 klavniških sevov (izoliranih iz klavniškega okolja) ter 8 okoljskih sevov 
(izoliranih iz površinskih vod) iz zbirke bakterij Laboratorija za živilsko mikrobiologijo, 
Katedre za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil Biotehniške fakultete Univerze v 
Ljubljani (Preglednica 2) (Priloga A).  
 
Preglednica 2: Seznam sevov C. jejuni (oznaka in  številka seva v Zbirki industrijskih mikroorganizmov 
(ZIM)) ter izvor sevov, uporabljeni pri eksperimentalnemu delu. 
Oznaka seva ZIM Izvor 
P-KL-II ROK BB2 B0964 klavnica 
P-KL-VOBC BB1 B0955 klavnica 
P-KL-II ZK2 B0949 klavnica 
Z-A5 VB B0972 klavnica 
Z-KL-II F5 B0977 klavnica 
Z-KL-II KC7 B0975 klavnica 
P-KL-SKB BB2 B0957 klavnica 
Z-KL-III KH1 B0979 klavnica 
07/807 B0640 voda 
176 B0988 voda 
258 B0989 voda 
1603 B0718 voda 
17697/26  B0751 voda 
816 B0935 voda 
266 B0987 voda 
1604 - voda 
 
3.2.2 Mikrobiološka gojišča 
 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili trdna in tekoča gojišča (seznam gojišč je podan v 
preglednici 3), ki smo jih pripravili po navodilih proizvajalca ter avtoklavirali 15 minut pri 
temperaturi 121 ºC in tlaku 1,1 bar. Za revitalizacijo bakterij C. jejuni smo uporabili 
selektivno trdno gojišče Karmali, h kateremu smo po avtoklaviranju dodali selektivni 
dodatek Karmali po navodilih proizvajalca. Uporabili smo trdno gojišče Mueller-Hinton 
agar (MHA) za precepljanje in določanje število kolonij ter tekoče gojišče Mueller-Hinton 
Broth (MHB) za pripravo inokulumov. Tekoča gojišča smo hranili v steklenicah, trdna 
gojišča pa razlili v pretrijeve plošče ter vsa gojišča do uporabe hranili v hladilniku pri 
temperaturi 4 ºC.  
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Preglednica 3: Mikrobiološka gojišča, ki smo jih uporabili, njihov proizvajalec ter referenčna številka. 
Gojišče Proizvajalec Referenčna številka 
Selektivno gojišče Karmali Oxoid CM0935 
Mueller-Hinton agar (MHA) Oxoid CM0337 
Mueller-Hinton Broth (MHB) Oxoid CM0405 
 
3.2.3 Ostale raztopine in reagenti 
 
Fiziološka raztopina: 1,25 mL založne raztopine KH2PO4 s koncentracijo 0.034 g/mL  
smo dodali v 1000 ml destilirane vode in sterilizirali 15 minut, pri temperaturi 121 °C in 
pritisku 1,1 bar. Do uporabe smo raztopino hranili v hladilniku pri 4 °C. 
 
Fosfatni pufer: 5 tablet PBS (Dulbecco A; BR0014G, Oxoid) smo raztopili v 500 mL 
dH2O in sterilizirali 15 minut, pri temperaturi 121 °C in pritisku 1,1 bar. Do uporabe smo 
raztopino hranili v hladilniku pri 4 °C.  
 
3.2.4 Laboratorijski material, oprema in reagenti 
 
Laboratorijski pribor, oprema in reagenti, ki so bili uporabljeni pri izvedbi eksperimenta, 
so prikazani v preglednicah 4, 5 in 6.  
 
Preglednica 4: Laboratorijski pribor, uporabljen pri izvedbi eksperimenta. 
Laboratorijski pribor Proizvajalec  
Petrijeve plošče  Labortehnika Golias, Slovenija 
Cepilne zanke  Labortehnika Golias, Slovenija 
Plastične epruvete Sarstedt, Nemčija 
Avtomatske pipete in nastavki Eppendorf, Nemčija; Gilson, Francija 
Anaerobni lonci, posode Oxoid, Anglija 
Laboratorijske steklenice  Duran, Nemčija 
Steklene čaše Duran, Nemčija 
Merilni valji Plastibrand, Nemčija 
Mikrocentrifugirke Eppendorf, Nemčija 
Mikrotitrske plošče Thermo Fisher Scientific, ZDA; Nunc, Nemčija 
Filtri (0.25µm in 0.45 µm) Sartorius, Nemčija 
Diski nerjavnega jekla Iskra, Slovenija 
Kivete Brand, Nemčija 
Plastični lončki Labortehnika Golias, Slovenija 
Brisi FL Medical, Italija 
Injekcijske brizge BD Emerald, ZDA 
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Preglednica 5: Laboratorijske naprave, ki so bile uporabljene pri izvedbi eksperimenta. 
Naprava Proizvajalec 
Analitska tehtnica Sartorius analytic, Nemčija 
Zaščitna mikrobiološka komora SMBC 122 AV Iskra PIO, Slovenija 
Laminarij Thermo Scientific, ZDA 
Inkubator  Kambič, Slovenija 
Hladilnik Bosch  
Vrtnično mešalo IKA, Belgija 
Plinska bomba z mešanico plina: 3 % O2, 10 % CO2, 
87 % N2 
Istragas, Slovenija 
Ultrazvočna kopel Sonis 10 Iskra, Slovenija 
Bralec mikrotitrskih plošč Varioskan Lux Thermo Scientific, ZDA 
Bralec mikrotitrskih plošč TECAN Tecan Trading, Švica 
Spektrofotometrični merilec Lambda Bio + PerkinElmer, ZDA 
 
 
Preglednica 6: Reagenti, ki so bili uporabljeni pri izvedbi eksperimenta. 
Reagenti Proizvajalec 
Fosfatni pufer (PBS) Oxoid, Anglija 
Dimetil sulfoksid (DMSO) Merck, Nemčija 
Benzalkonium klorid Sigma Aldrich, ZDA 
Eritromicin Sigma Aldrich, Nemčija 
Resazurin Sigma Aldrich, Nemčija 
Menadion Sigma Aldrich, Nemčija 
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3.3.1 Revitalizacija bakterij in priprava inokoluma 
 
Sevi  C. jejuni so bili shranjeni v tekočem gojišču MHB z dodatkom glicerola (800 µL:200 
µL) na -80 °C. Za revitalizacijo smo posamezen sev najprej nacepili na selektivno gojišče 
Karmali in inkubirali 24 ur pri temperaturi 42 °C v mikroaerofilnih pogojih (3 % O2, 10 % 
CO2, 87 % N2). Naslednji dan smo bakterije precepili na trdno gojišče MHA in ponovno 
inkubirali 24 ur pri temperaturi 42 °C v mikroaerofilnih pogojih. Za pripravo inokoluma 
smo kolonije posameznega seva z brisom prenesli v tekoče gojišče MHB do optične 
gostote OD600=0,1. Tako pripravljen inokolum smo uporabljali za nadaljnje poskuse. 
 
3.3.2 Priprava izcedka piščančjega mesa 
 
Za pridobitev izcedka piščančjega mesa smo zamrznjene piščance (kupljene v različnih 
trgovinah v Ljubljani) odtajevali 24 ur v hladilniku. Da bi odstranili večje ostanke, smo 
zbrani izcedek najprej centrifugirali 30 minut pri 2000 g, potem pa supernatant sterilizirali 
z uporabo sterilnih filtrov (velikost por: 0,45 µm). Tako pripravljen piščančji izcedek smo 
razdelili v epruvete (po 20 mL) in ga do uporabe shranili pri temperaturi -20 °C.  
 
3.3.3 Določanje sposobnosti tvorbe biofilma na površinah nerjavnega jekla 
 
3.3.3.1 Določanje števila biofilmskih celic na površini jeklenih diskov z metodo štetja 
celic na trdnem gojišču 
 
Za določanje števila živih celic v biofilmu smo uporabili metodo štetja kolonij na trdnem 
gojišču. Filmotvornost smo preverjali v dveh gojiščih, v gojišču MHB brez dodatka  in z 
dodanim izcedkom piščančjega mesa (končna koncentracija 50 % v/v), pri temperaturi 42 
°C in 37 °C v mikroaerofilnih pogojih ter temperaturi 8 °C v aerobnih pogojih. Pri 
postopku smo uporabili diske nerjavnega jekla tipa 316EL (elektropolirani). 
 
Najprej smo v luknjice mikrotitrske ploščice (8x6)  aseptično postavili diske, nato smo 
dodali po 1 mL že pripravljenega inokoluma posameznega seva v MHB gojišču in 
inkubairali 72 ur pri ustreznih pogojih (temperaturi 42 °C, mikroaerofilno; 37 °C, 
mikroaerofilno; 8 °C, aerobno). Po končani inkubaciji smo suspenzijo bakterij odstranili. 
Vsak disk smo trikrat sprali z raztopino fosfatnega pufra (PBS). Nato smo diske previdno 
in aseptično prenesli v novo mikrotitrsko ploščo in jim dodali 1 mL PBS. Da bi se celice, 
vezane na diskih sprostile v suspenzijo, smo mikrotitrske ploščice postavili v ultrazvočno 
kopel za 10 minut. Število celic smo določili s pripravo redčitvene vrste. Ustrezne redčitve 
smo nanesli na ploščice MHA in inkubirali 24 h pri 42 °C v mikroaerofilni atmosferi. S 
štetjem kolonij smo določili koncentracijo celic (CFU/mL). Poskus je bil narejen v treh 
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ponovitvah za vsak sev. Slika 4 prikazuje potek postopka določanja števila živih celic, 
adheriranih na jekleni površini.  
 
Nacepljanje bakterij na 
selektivnem gojišču- Karmali
Precepljanje kolonij na 
gojišču MHB
Priprava inokoluma:
Medij: MHB ali MHB+PI 
(50 % v/v)
OD600=0,1
Inkubacija: 24 ur, 42 °C, 
mikroaerofilno




1,2,3 inokolum v MHB
4,5 inokolum v MHB+PI
5x
 Odstranimo supernatant
 3x speremo s PBS
 Diski v novo mikrotitr. ploščo
 Dodamo 1mL PBS
Pogoji inkubacije:
72ur:42 °C, mikroaerofilno (1)
     37 °C, mikroaerofilno (2,4)
 8 °C, aerobno (3,5)






10 min v 
UZ kopel
Nacepljanje redčitev na 
gojišču MHA
Štetje kolonij in določanje
(CFU/mL)
Inkubacija: 24 ur, 42 °C, 
mikroaerofilno
 
Slika 5: Shematski prikaz postopka določanja števila adheriranih celic na površini jeklenih diskov. 
 
Število biofilmskih celic na površini jeklenih diskov smo določili tudi v prisotnosti 50 %  
piščančjega soka pri temperaturi 37 °C v mikroaerofilnih pogojih ter pri temperaturi 8 °C v 
aerobnih pogojih. Pri tem smo najprej pripravili inokulum za vsak posamezen sev v gojišču 
MHB z optično gostoto OD600 = 0,2. V luknjice mikrotitrske ploščice (8x6) smo aseptično 
postavili diske, nato dodali po 0,5 mL že pripravljenega inokoluma posameznega seva v 
MHB gojišču ter dodali 0,5 mL piščančjega izcedka. Nato smo število celic v biofilmu 
določili z enakim postopkom, kot smo jih določili v prisotnosti gojišča MHB. 
 
3.3.3.2 Določanje števila biofilmskih celic na površini jeklenih diskov z metodo 
barvanja s kristal vijoličnim 
 
Za določanje filmotvornosti z metodo barvanja s kristal vijoličnim smo mikrotitrske plošče 
pripravili enako, kot je opisano v poglavju 3.2.3.1. Število celic smo določali v gojišču 
MHB in v prisotnosti 50 % piščančjega soka pri temperaturi 42 °C in 37 °C v 
mikroaerofilnem okolju ter temperaturi 8 °C v aerobnem okolju. Kot negativno kontrolo 
smo uporabili diske z dodatkom gojišča brez bakterijske kulture. 
 
Po 72-urni inkubaciji smo supernatant odstranili in vsak disk trikrat sprali z destilirano 
vodo. Nato je sledila 10 minutna fiksacija s toplim zrakom (55 °C). Po fiksaciji smo v 
vsako luknjico dodali 1 mL 1 % barvila kristal vijolično. Inkubirali smo 15 minut na sobni 
temperaturi. Nato smo barvilo odstranili in ponovno trikrat sprali z destilirano vodo. Diske 
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smo posušili in jih prestavili v novo mikrotitrsko ploščico. Dodali smo 1 mL 96%- etanola 
in ploščico 2 min stresali v stresalniku. Iz vsake luknjice smo prenesli dvakrat po 200 µL 
vsebine v mikrotitrsko ploščo s 96 luknjicami. Intenziteto raztopljenega barvila smo 
določali spektrofotometrično z merjenjem absorbance pri 584 nm. Količino biofilma smo 
izračunali tako, da smo najprej iz izmerjene absorbance za posamezen vzorec odšteli 
povprečno vrednost slepega vzorca (gojišče brez bakterijske kulture) in nato izračunali 
povprečje za posamezen sev (ΔA584). 
 





                                                                                     .... (1)       
Legenda: 𝑥̅ - povprečna vrednost absorbance pri 584 nm za posamezen sev; xi- posamezna meritev 
absorbance pri 584 nm; n- število meritev; s- vrednost slepega vzorca- absorbanca pri 584 nm . 
 
3.3.4 Določanje minimalne inhibitorne koncentracije izvlečka S. montana in 
razkužila benzalkonium klorid 
 
Za določanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) smo uporabili metodo 
mikrodilucije v bujonu. Pri vseh 16 sevih smo preverili občutljivost  na izvleček S. 
montana in razkužilo benzalkonium klorid. 
 
3.3.4.1 Priprava protimikrobnih spojin 
 
Raztopini razkužila benzalkonium klorid in izvlečka S. montana smo pripravili v gojišču 
MHB. Zaradi slabe topnosti v vodi smo 0,002 g izvlečka S. montana raztopili v 50 µL 
DMSO in mu dodali 950 µL MHB. Za pripravo razkužila smo najprej pripravili založno 
raztopino s koncentracijo 1000 µg/mL, tako da smo natehtali 0,001 g benzalkonium klorid, 
ki smo ga raztopili v 50 µL dH2O in mu dodali 950 µL MHB. Da bi dobili željeno 
koncentracijo smo iz založne raztopine vzeli 14,14 µL in jih dodali v 985,8 µL MHB. Ker 
smo po dodatku protimikrobnih spojin v luknjice mikrotitrskih ploščic dodali še kulturo v 
razmerju 1:1, je začetna koncentracija izvlečka S. montana znašala 1000 µg/mL, 
koncentracija razkužila pa je znašala 4,5 µg/mL. 
 
3.3.4.2 Priprava raztopine resazurina 
 
Natehtali smo 0,0028 g resazurina, ki smo ga raztopili v 1 mL sterilne destilirane vode. Na 
tako pripravljeno raztopino smo potem dodali 9 mL MHB. Za pripravo raztopine 
menadiona smo 0,0014 g menadiona raztopili v 1 mL DMSO. Na koncu smo zmešali 9 mL 
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3.3.4.3 Priprava mikrotitrske plošče 
 
Mikrotitrske ploščice smo pripravili tako, da smo v prvo vrstico dodali po 100 µL 
protimikrobne učinkovine in pripravili dvakratne redčitve v gojišču MHB. Potem smo v 
vsako luknjico dodali po 50 µL kulture. Na tak način smo dobili razpon redčenja od 1000 – 
7,8 µg/mL za izvleček Satureja montanea in 7,7 – 0,06 µg/mL za benzalkonijev klorid. 
Kulturo smo pripravili tako, da smo za vsak sev najprej pripravili inokolum z optično 
gostoto OD600 = 0,1 ( ~ 5x10
7 celic/mL ), ki smo ga 100 krat razredčili v gojišču MHB, saj 
smo potrebovali ~ 5x105 celic/mL. Tako pripravljene ploščice smo inkubirali 24 ur, pri 
temperaturi 42 °C v mikroaerofilnih pogojih. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili čiste 
kulture brez dodatka protimikrobnih učinkovin ter kulturo z dodanim DMSO (2,5 %), kot 
negativno kontrolo pa čisto gojišče MHB in MHB z dodano protimikrobno spojino. 
 
3.3.4.4 Določanje mininalne inhibitorne koncentracije 
 
Po inkubaciji smo v vsako luknjico dodali 10 µL raztopine resazurina in inkubirali 2 uri pri 
42 °C v mikroaerofilnih pogojih. Po inkubaciji smo vizualno odčitali vrednosti MIK. 
 
3.3.5 Vpliv izvlečka S. montana in benzalkonijevega klorida na biofilm bakterij 
Campylobacter jejuni 
 
Vpliv obdelave že formiranega biofilma C. jejuni z izvlečkom S. montana in 
benzalkonijevim kloridom na živost bakterij C. jejuni v biofilmu smo preverili z metodo 
štetja celic na trdnem gojišču. Pri tem smo disk z biofimom tretirali 1 minuto z raztopino 
izvlečka s koncentracijo 1500 µg/mL ter raztopino benzalkonijevega klorida s 
koncentracijo 4,5 µg/mL. 
 
3.3.5.1 Priprava protimikrobnih spojin 
 
Raztopine protimikrobnih spojin določene koncentracije (c(S.montana) = 1500 µg/mL; 
c(ben.klorid)  = 4,5 µg/mL) smo pripravili v PBS.  Zaradi slabe topnosti v vodi smo izvleček S. 
montana najprej raztopili v topilu DMSO. Končna koncentracija topila je znašala 0,1 %. 
Za raztopino benzalkonijevega klorida smo iz založne raztopine s koncentracijo 500 µg/mL 
(v vodi) pripravili delovno raztopino z željeno koncentracijo v PBS. 
 
3.3.5.2 Določanje števila celic na trdnem gojišču 
 
Inokolum smo pripravili po postopku, opisanem v poglavju 3.2.1. Za pridobitev biofilma 
smo v mikrotitrsko ploščo (8x6), v katero smo najprej aseptično postavili diske, dodali po 
1 mL že pripravljenega inokoluma in ploščo inkubirali 72 ur pri temperaturi 37 °C v 
mikroaerofilnih pogojih. Po inkubaciji smo suspenzijo bakterij odstranili in vsak disk 
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trikrat sprali s PBS. Diskom smo nato dodali po 1 mL ustrezne protimikrobne spojine ali 
samega PBS (kontrola), in pustili delovati 1 minuto. Nato smo tekočino odstranili in 
ponovno trikrat sprali s PBS. Diske smo prenesli v novo mikrotitrsko ploščo in jim dodali 
1 mL PBS. Da bi se celice, vezane na diskih, sprostile v suspenzijo, smo mikrotitrske 
ploščice prenesli v ultrazvočno kopel za 10 minut. Nato smo pripravili redčitveno vrsto in 
ustrezne redčitve nanesli na plošče MHA in inkubirali 24 h pri 42 °C v mikroaerofilni 
atmosferi. S štetjem kolonij smo določili koncentracijo celic (CFU/mL).  
 
3.3.6 Določanje membranske integritete biofilmskih celic 
 
Membransko integriteto biofilmskih in planktonskih celic smo določali 
spektrofluorimetrično. Uporabili smo BacLight Live/Dead komplet (Thermo Fisher 
Scientific, ZDA), ki vsebuje dve barvili: zeleno fluorescenčno barvilo (SYTO9), ki lahko 
vstopi v celice ne glede na stanje membran in rdeče fluorescenčno barvilo propidijev jodid, 
ki pa vstopi v celice le, ko so njihove membrane poškodovane. Torej celice z 
nepoškodovanimi celičnimi membranami fluorescirajo zeleno (Kovač in sod., 2015). V 
celice s poškodovanimi membranami pa lahko vstopi tudi rdeče barvilo, propidijev jodid, 
ki utiša fluorescenčni signal zelenega barvila (SYTO9). Fluorescenco smo merili pri 
valovni dolžini λEx = 480 nm in λEm = 500 nm. 
 
3.3.6.1 Priprava biofilmskih celic 
 
Biofilmske celice smo definirali kot celice pridobljenje iz biofilmih formiranih na površini 
jeklenih diskov. Priprava inokoluma je opisana v poglavju 1.3.1. Za biofilmske celice smo 
v mikrotitrsko ploščo s 48 luknjicami najprej dodali diske, potem pa 1 mL pripravljenega 
inokoluma in inkubirali 72 ur, pri temperaturi 37 °C in mikroaerofilnih pogojih. Po 
inkubaciji smo diske trikrat sprali s fiziološko raztopino in jih prenesli v novo mikrotitrsko 
ploščico. Dodali smo jim 1 mL gojišča MHB in ploščo dali za 10 minut v ultrazvočno 
kopel. Na koncu smo vso tekočino (25 mL) pobrali v falkonko.  
 
3.3.6.2 Priprava planktonskih celic 
 
Planktonske celice smo definirali kot pred-biofilmske celice. Planktonske celice smo 
pripravili tako da smo inokulum z OD600 = 0,1 redčili 1000-krat. Vzeli smo 25 µL 
inokuluma z OD600 = 0,1 in ga dodali v 25 mL gojišča MHB. Tako smo dobili približno 10
4 
celic/mL (toliko jih je bilo tudi v biofilmu). 
Vse epruvete smo inkubirali v mikroaerofilnih pogojih in temperaturi 42 °C. Membransko 
integriteto smo merili po 4 in 8 urah inkubacije. Istočasno, pri vsakem poskusu ( po 4 in 8 
urah inkubacije) smo določali tudi število oz. koncentracijo celic (CFU/mL). S tem smo 
vedeli, da sprememba membranske integritete ni posledica spreminjanja števila celic.  
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3.3.6.3 Določanje membranske integritete 
 
Raztopino Live/Dead smo pripravili tako, da smo zmešali 6 µL komponente A in 6 µL 
komponente B ter dodali čez 2 mL s filtrom sterilizirano destilirano vodo (pore filtra: 0,2 
µm). 
 
Po določenem času inkubacije (4 in 8 urah)  smo v črni mikrotitrski ploščici zmešali 100 
µL vzorca ter 100 µL pripravljene raztopine Live/Dead (5 ponovitev). Kot negativno 
kontrolo smo uporabili čisto gojišče MHB. Kinetiko smo merili 60 minut (vsakih 45s) s 
čitalcem mikrotitrskih plošč (λEx = 480 nm in λEm = 500 nm). Rezultate smo prikazali v 
relativnih fluorescenčnih enotah (RFU) kot povprečno vrednost vseh meritev, 
normalniziranih na število celic (CFU/mL), določenih v kulturi. Zadnjih deset meritev smo 
uporabili pri statistični analizi. 
 
3.3.7 Spremljanje akumulacije etidijevega bromida celicah 
 
Aktivnost izlivnih črpalk planktonskih in biofilmskih celic smo spremljali z metodo 
akumulacije etidijevega bomida. Ker je etidijev bromid za celice toksičen, bakterije 
uporabljajo izlivne črpalke za njegovo aktivno izčrpavanje. Etidijev bromid fluorescira, ko 
se veže na DNA. Torej, večja fluorescenca pomeni nižjo aktivnost izlivnih črpalk (Paixão 
in sod., 2009). 
 
Vzorce planktonskih in biofilmskih celic smo pripravili na enak način, kot je razloženo v 
poglavjih 3.2.6.1 in 3.2.6.2. Raztopino etidijevega bromida v PBS s koncentracijo c = 16 
mg/L smo pripravili iz založne raztopine c= 5120 mg/L. Akumulacijo etidijevega bromida 
smo določili po 4 in 8 urah inkubacije. Istočasno, pri vsakem poskusu (po 4 in 8 urah 
inkubacije) smo določali tudi število oz. koncentracijo celic (CFU/mL). S tem smo vedeli, 
da sprememba membranske integritete ni posledica spreminjanja števila celic. 
 
V črno mikrotitrsko ploščo smo dodali po 100 µL vzorca (5 ponovitev) ter neposredno 
pred začetkom merjenja dodali 3,125 µL pripravljene raztopine etidijevega bromida. Kot 
negativno kontrolo smo uporabili čisto gojišče MHB. Kinetiko smo merili eno uro s 
čitalcem mikrotitrskih plošč (λEx = 500 nm in λEm = 608 nm). Rezultate smo prikazali v 
relativnih fluorescenčnih enotah (RFU) kot povprečno vrednost vseh meritev, 
normaliziranih na število celic (CFU/mL), določenih v kulturi. Zadnjih deset meritev smo 
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3.3.8 Statistično vrednotenje rezultatov 
 
Za statistično obdelavo rezultatov določanja števila biofilmskih celic na površini jeklenih 
diskov, kopičenja etidijevega bromida ter membranske integritete smo uporabili program 
SPSS, verzija 25 (IMB, ZDA). Uporabili smo analizo one-way ANOVA s post-hoc testom 
Tukay za primerjavo rezultatov znotraj ene skupine ter Studentov t-test za primerjavo med 
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4.1 FILMOTVORNOST KLAVNIŠKIH IN OKOLJSKIH SEVOV C. jejuni NA JEKLENI 
POVRŠINI 
 
Bakterijska adhezija na abiotske površine in posledično tudi tvorba biofilma sta resni 
težavi zaradi gospodarskih in javnozdravstvenih posledic na mnogih področjih, med 
katerimi je  tudi živilska industrija. Prisotnost patogenih mikroorganizmov v obratih 
živilskega sektorja predstavlja resno tveganje za zdravje potrošnikov, saj zaradi 
kontaminirane površine, ki so v stiku z živili, pride do kontaminacije živilskih proizvodov, 
ki pa lahko povzročajo s hrano prenosljive bolezni. 
 
V naši raziskavi smo najprej želeli preveriti adhezivnost in filmotvornost klavniških in 
okoljskih sevov bakterij C. jejuni pri različnih pogojih. Glede na to, da so klavniški sevi 
izpostavljeni stresnim klavniškim razmeram, kot sta nizka temperatura in prisotnost kisika,  
smo pričakovali boljšo filmotvornost klavniških v primerjavi z okoljskimi sevi. Sposobnost 
tvorbe biofilma klavniških in okoljskih sevov bakterij C. jejuni na površini diskov 
nerjavnega jekla smo določili z metodo štetja živih celic (CFU/mL) ter kolorimetrično 
metodo barvanja s kristal vijoličnim. 
 
4.1.1 Filmotvornost klavniških in okoljskih sevov bakterij C. jejuni na jekleni 
površini, določena z gojitveno metodo  
 
Filmotvornost različnih sevov C. jejuni  smo najprej preverili z gojitveno metodo, ki nam 
je omogočala določanje števila živih celic na površini diska. Ta rezultat smo obravnavali 
kot merilo za količino biofilma na površini jeklenih diskov. Filmotvornost na površini 
diskov nerjavnega jekla smo določili pri vseh 16 sevih (8 okoljskih in 8 klavniških), pri 5 
različnih pogojih:  
 pri 42 °C, mikroaerofilno v gojišču MHB;  
 pri 37 °C, mikroaerofilno v gojišču MHB;  
 pri 37 °C, mikroaerofilno, z dodatkom piščančjega izcedka (50 %) v gojišču MHB;  
 pri 8 °C in aerobnem okolju v gojišču MHB;  
 pri 8 °C, in aerobnem okolju, z dodatkom piščančjega izcedka (50 %) v gojišču 
MHB. 
 
Rezultati so prikazani na slikah 6, 7 in 8. 
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Slika 6: Število živih celic okoljskih in klavniških sevov C. jejuni v biofilmih na površini jeklenih diskov v 
gojišču MHB, pri  42 °C in mikroaerofilnih pogojih, prikazano kot povprečje log CFU/mL biofilmskih celic s 
standardnim odklonom. 
 
Pri 42 °C in mikroaerofilnih pogojih se količina biofilma med klavniškimi in okoljskimi 
sevi razlikuje s statistično značilnostjo p < 0,001. Povprečno je filmotvornost klavniških 
sevov večja za 0,79 log CFU/mL kot filmotvornost okoljskih sevov. Pri teh pogojih smo 




Slika 7: Število živih celic okoljskih in klavniških sevov C. jejuni v biofilmih na površini jeklenih diskov v 
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Pri 37 °C v gojišču MHB in mikroaerofilnih pogojih (slika 7) ni bilo statistično značilnih 
razlik med filmotvornostjo klavniških in okoljskih sevov (p = 0,076). Pri teh pogojih smo v 
povprečju opazili manj biofilma (0,45 log CFU/mL) pri klavniških sevih v primerjavi z 
okoljskimi. Med okoljskimi sevi je bil najboj filmotvoren sev B0640, medtem ko sta med 
klavniškimi sevi izstopala seva B0955 in B0975. 
 
 
Slika 8: Število živih celic okoljskih in klavniških sevov C. jejuni v biofilmih na površini jeklenih diskov ob 
prisotnosti 50 % piščančjega soka, pri  37 °C in mikroaerofilnih pogojih, prikazano kot log CFU/mL 
biofilmskih celic s standardnim odklonom. 
 
Število celic C. jejuni klavniških in okoljskih sevov se v biofilmih na diskih  pri 37 °C z 
dodatkom izcedka piščančjega mesa (slika 8) razlikuje s statistično značilnostjo p < 0,001. 
Povprečna filmotvornost klavniških sevov je 6,5 log CFU/mL, kar je 1,12 log CFU/mL več 
kot okoljskih sevov. Pri teh pogojih je bil najbolj filmotvoren okoljski sev B0987, najbolj 
filmotvoren klavniški sev pa je bil sev B0964 (slika 8). 
 
Povprečno je bila filmotvornost okoljskih sevov v mikroaerofilnih pogojih pri temperaturi 
42 °C in 37 °C v gojišču MHB podobna (p = 0,075). Pri temperaturi 37 °C mikroaerofilno 
in ob prisotnosti  piščančjega izcedka pa je bila tvorba biofilma okoljskih bistveno večja v 
primerjavi s filmotvornostjo pri 42 °C in 37 °C v gojišču MHB brez dodatka izcedka 
piščančjega mesa (p < 0,001; p = 0,004). Okoljski sevi pri 37 °C so ob prisotnosti 
piščančjega izcedka v povprečju tvorili za 1,04 log CFU/mL več biofilma kot pri 37 °C v 
gojišču MHB ter za 1,89 log CFU/mL več biofilma kot pri 42 °C v gojišču MHB. Testirani 
okoljski sevi v povprečju tvorijo največ biofilma pri temperaturi 37 °C v mikroaerofilni 
pogoji ter prisotnosti piščančjega izcedka izcedka (povprečno 5,38 log CFU/mL). Sledi 
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Povprečno najmanj biofilma pa tvorijo okoljski sevi pri 42 °C, mikroaerofilno, v gojišču 
MHB (3,49 log CFU/mL). 
 
Sposobnost tvorbe biofilma klavniških sevov se med različnimi pogoji razlikuje. Klavniški 
sevi tvorijo največ biofilma pri temperaturi 37 °C ob prisotnosti izcedka piščančjega mesa, 
povprečno 6,5 log CFU/mL, kar je za 2,23 log CFU/mL več kot biofilma pri 42 °C v MHB 
gojišču (povprečno 4,27 log CFU/mL; p <  0,001). Najmanj biofilma (povprečno 3,69 log 
CFU/mL) klavniški sevi tvorijo pri 37 °C v gojišču MHB, kar se od filmotvornosti 
klavniških sevov pri temperaturi 37 °C in prisotnosti izcedka piščančjega mesa in 
temperaturi 42°C v gojišču MHB razlikuje s statistično značilnostjo (v obeh primerih p < 
0,001). 
 
Pri 8 °C aerobno v gojišču MHB in/ali prisotnosti izcedka piščančjega mesa nismo uspeli 
določiti kultivabilnih celic C. jejuni, vezanih na jeklene površine. 
 
 
Slika 9: Povprečno število živih celic okoljskih in klavniških sevov C. jejuni v biofilmih na površini jeklenih 
diskov pri vseh pogojih testiranja, prikazano kot log CFU/mL biofilmskih celic s standardnim odklonom. 
 
Največjo razliko v količini biofilma med klavniškimi in okoljskimi sevi smo torej opazili 
ob pogoju 37 °C, mikroaerofilno v prisotnosti izcedka piščančjega mesa, pri čemer so 
klavniški sevi statistično značilno boljši tvorci biofilma (p < 0,001) (Slika 9). 
 
4.1.2 Filmotvornost klavniških in okoljskih sevov na jekleni površini, določena s 
kolorimetrično metodo barvanja s kristal vijoličnim 
 
Količino nastalega biofilma na površini diskov nerjavnega jekla pri vseh 16 sevih smo 
preverili tudi s kolorimetrično metodo barvanja biofilma z barvilom kristal vijolično. Gre 
za indirektno metodo kvantificiranja biofilma, ki temelji na vezavi kristal vijoličnega 
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Količina vezanega barvila, ki je premosorazmerna s količino nastalega biofilma, smo 
določili spektrofotometrično z merjenjem absorbance pri 584 nm. Rezultati o količini 
formiranega biofilma so prikazani na slikah 10, 11 in 12. 
 
 
Slika 10: Količina biofilma okoljskih in klavniških sevov C. jejuni na površini jeklenih diskov v gojišču 
MHB, pri  42 °C in mikroaerofilnih pogojih, določena z metodo barvanja s kristal vijoličnim. Rezultati so 
prikazani kot povprečna vrednost absorbance pri 584 nm. 
 
Količina tvorjenega biofilma med okoljsko in klavniško skupino sevov v gojišču MHB pri 
42°C, mikroaerofilno, se ne razlikuje bistveno (p = 0,175). Pri teh pogojih je tvoril okoljski 
sev 1604 bistveno več biofilma kot ostali sevi, medtem ko pri okoljskih sevih B0640 in 
B0989 ter klavniškhi sevih B0964, B0955 in B0972 ni prišlo do barvanja biofilma z 
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Slika 11: Količina biofilma okoljskih in klavniških sevov C. jejuni na površini jeklenih diskov v gojišču 
MHB, pri  37 °C in mikroaerofilnih pogojih, določena z metodo barvanja s kristal vijoličnim. Rezultati so 
prikazani kot povprečna vrednost absorbance pri 584 nm. 
 
Preverili smo še filmotvornost pri temperaturi 37 °C, mikroaerofilno v MHB gojišču ter v 
gojišču MHB z dodatkom izcedka piščančjega mesa. V gojišču MHB pri 37 °C ni bilo 
statistično značilnih razlik v količini biofilma okoljskih in klavniških sevov (p = 0,096). 
Tudi tukaj pri nekaterih sevih ni prišlo do tvorbe biofilma (klavniški sevi B0977 in B0975). 
 
 
Slika 12: Količina biofilma okoljskih in klavniških sevov C. jejuni na površini jeklenih diskov in prisotnosti 
piščančjega izcedka, pri  37 °C in mikroaerofilnih pogojih, določena z metodo barvanja s kristal vijoličnim. 
Rezultati so prikazani kot povprečna vrednost absorbance pri 584 nm. 
Enako je bila tudi v prisotnosti izcedka piščančjega mesa pri temperaturi 37 °C in 
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0,283). Klavniški sev B0964 ter okoljski sev B0987 sta tvorila bistveno več biofilma kot 
ostali sevi (slika 12).  
 
Količina tvorjenega biofilma okoljskih sevov se med pogoji 42 °C in 37 °C, mikroaerofilno 
v gojišče MHB ne razlikuje bistveno (p = 0,155). Statistično značilne razlike v količini 
tvorjenega boifilma okoljskih sevov smo zaznali med pogoji 42 °C, mikroaerofilno v 
MHB, in 37 °C, mikroaerofilno ob prisotnosti izcedka piščančjega mesa (p=0,003) ter med 
pogoji 37 °C, mikroaerofilno v MHB, in 37 °C, mikroaerofilno ob prisotnosti izcedka 
piščančjega mesa (p=0,002). Največ biofilma tvorijo okoljski sevi pri 37 °C in prisotnosti 
izcedka piščančjega mesa. Tudi klavniški sevi največ biofilma tvorijo pri 37 °C in 
piščančjem izcedku, kar se razlikuje od količino biofilma v MHB gojišču pri  42 °C s 
statistično značilnostjo p = 0,013, ter od količino biofilma v MHB gojišču pri 37°C s 
statistično značilnostjo p = 0,015. Količina tvorjenega biofilma klavniških sevov v gojišču 
MHB pri 42 °C in 37 °C razlikuje s statistično značilnostjo p = 0,016.   
 
Rezultati o količini tvorjenega biofilma, ki smo jih pridobili z obema uporabljenima 
metodama, niso primerljivi. Pri pogojih, pri katerih smo z gojitveno metodo zaznali razlike 
med filmotvornostjo klavniških in okoljskih sevov, nismo zaznali razlike s kolorimetrično 
metodo. Podobne rezultate smo dobili le o povprečni filmotvornosti pri določenih pogojih, 
ne glede na izvor seva. Povprečno največ biofilma so testirani sevi C. jejuni, ne glede na 
izvor seva, tvorili pri 37 °C, mikroaerofilno v gojišču MHB ob prisotnosti izcedka 
piščančjega mesa (5,88 log CFU/mL; A584 = 1,2), sledi filmotvornost pri 37 °C, 
mikroaerofilno v gojišču MHB (3,95 log CFU/mL; A584 = 0,045). Najmanj biofilma pa so 
testirani sevi C. jejuni tvorili pri 42 °C, mikroaerofilno v gojišču MHB (3,88 log CFU/mL; 
A584 = 0,025).  
 
4.1.3 Tvorba biofilma C. jejuni pri različnih % piščančjega izcedka 
 
V nadaljevanju smo določili tudi vpliv koncentracije piščančjega izcedka v gojišču MHB 
in PBS na filmotvornost izbranega seva C. jejuni. Gojišče MHB vsebuje več različnih 
hranilnih snovi, ki omogočajo rast in razmnoževanje bakterij, medtem ko je PBS brez 
hranilnih snovi. Zanimalo nas je, kako različne koncentracije piščančjega izcedka v 
kombinaciji z obema raztopinama vplivajo na adhezivnost oz filmotvornost. V ta namen 
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Slika 13: Število celic seva C. jejuni B0975 na površini jeklenih diskov pri različnih koncentracijah 
piščančjega izcedka, dodanega v MHB in PBS, pri 37 °C in mikroaerofilnih pogojih, prikazano kot log 
CFU/mL biofilmskih celic. 
 
Dodatek piščančjega izcedka (PI) je prispeval k večji adhezivnosti, tako v MHB kot tudi v 
PBS. V PBS brez dodanega PI po 72- urni inkubaciji sploh ni prišlo do adhezije. Z 
večanjem deleža PI pa se je tudi adhezivnost povečala. Pri vzorcih z 1,25 %, 2,5 % in 5 % 
PI v PBS je bila adhezivnost podobna in se je v povprečju povečala za 3,24 log CFU/mL v 
primerjavi s PBS brez dodanega PI. S povečanjem deleža PI iz 5 % na  10 % se je 
adhezivnost povečala za 1,32 log CFU/mL. Ko smo pa delež PI povečali iz 10 % na 20 % 
oz. 40 %, je bila adhezivnost med vzorcih 20 % in 40 % spet podobna in se je povprečno 
povečala za 0,75 log CFU/mL v primerjavi z 10 % PI. Največje število pritrjenih celic smo 
zaznali pri vzorcu 50 % PI. (slika 13). 
 
Z dodatkom PI v MHB smo opazili večjo adhezivnost v primerjavi z adhezivnostjo v MHB 
brez PI, vendar razlike niso bile tako velike kot v PBS. Pri vzorcih z 1,25 % in 2,5 % PI v 
MHB je bila adhezivnost za 0,53 oz. 0,88 log CFU/mL več kot MHB brez dodanega PI. S 
povečanjem deleža PI iz 2,5 % na 5 % se je adhezivnost povečala za 0,79 log CFU/mL. 
Nadaljnje povečanje deleža PI od 10 % do 50 % ni povzročilo bistvene razlike v 
adhezivnosti C. jejuni na površini jekla (slika 13).  
 
4.2 ODSTRANJEVANJE BIOFILMA KLAVNIŠKIH IN OKOLJSKIH SEVOV C. jejuni 
Z        IZVLEČKOM S. montana IN BENZALKONIJEVIM KLORIDOM 
 
Študije občutljivosti oz. odpornosti bakterij na protimikrobna sredstva so zelo pomembne 
predvsem za pravilno nadaljno uporabo protimikrobnih sredstev, kot tudi za ugotavljanje 
trendov protimikrobne odpornosti. Zato smo v naši raziskavi za izvleček S. montana in 
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koncentracije ter z gojitveno metodo testirali njuno učinkovitost pri redukciji biofilma 
različnih sevov C. jejuni. 
 
4.2.1 Protimikrobno delovanje izvlečka S. montana in benzalkonijevega klorida 
 
Protimikrobno delovanje izvlečka S. montana in benzalkonijevega klorida smo določili pri 
vseh 16 sevih z določanjem minimalne inhibitorne koncentracije. Zanimalo nas je, ali se bo 
občutljivost na ti dve protimikrobni sredstvi razlikovala med skupinama klavniških in 
okoljskih sevov. Rezultati so prikazani v preglednici 7. 
 
Preglednica 7: Minimalne inhibitorne (MIK) in minimalne baktericidne koncentracije (MBK) za izvleček S. 
montana in razkužilo benzalkonijev klorid različnih sevov C. jejuni, prikazane v µg/mL. 
 
Učinkovina izvleček S. montana Benzalkonijev klorid 
 
















B0640 61.5 > 500 0,96 7,7 
B0988 250 > 500 0,96 14,14 
B0989 250 > 500 0,48 14,14 
B0718 125 > 500 0,96 14,14 
B0751 250 > 500 0,96 14,14 
B0935 500 > 500 1,92 14,14 
B0987 500 > 500 0,96 14,14 


















B0964 250 > 500 0,24 7,7 
B0955 250 > 500 0,96 14,14 
B0949 250 > 500 0,96 7,7 
B0972 250 > 500 0,48 14,14 
B0977 125 > 500 0,48 14,14 
B0975 500 > 500 0,96 14,14 
B0957 500 > 500 0,96 7,7 
B0979 250 > 500 1,92 14,14 
 
Vrednosti MIK za testirani izvleček S. montana so bile podobne med klavniškimi in 
okoljskimi sevi. Najbolj občutljiv sev na delovanje izvlečka S. montana je bil okoljski sev  
C. jejuni B0640 (MIK = 61,5 µg/mL). Pri ostalih sevih se vrednosti MIK gibljejo med 125 
in 500 µg/mL. Občutljivost na razkužilo benzalkonijev klorid je prav tako podobna med 
klavniško in okoljsko skupino. Izstopal je klavniški sev C. jejuni B0964, ki se je izkazal 
kot bolj občutljiv od ostalih sevov, katerih vrednosti MIK so znašale med 0,48 do 1,92 
µg/mL. 
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4.2.2 Protimikrobno delovanje izvlečka S. montana in benzalkonijevega klorida 
proti biofilmu bakterij C. jejuni 
 
Sposobnost patogenih bakterij, da se pritrdijo na abiotske površine in da tvorijo biofilme, 
predstavlja velik problem. Bakterijske celice, vpete v biofilmsko strukturo, so bolj odporne 
proti protimikrobnim sredstvom v primerjavi s planktonskimi celicami. Zato smo želeli 
preveriti, v kolikšni meri izvleček S. montana in razkužilo benzalkonijev klorid zmanjšata 
število živih celic C. jejuni na površini nerjavnega jekla po obdelavi biofilma s 
protimikrobnim sredstvom. Biofilm klavniških in okoljskih sevov smo izpostavili eno-
minutnemu delovanju izvlečka S. montana in benzalkonijevega klorida in nato določili 
število biofilmskih celic z gojitveno metodo. 
 
Na sliki 14 in 15 je prikazano zmanjšanje števila adheriranih celic klavniških in okoljskih 
sevov bakterij C. jejuni po 1-minutni obdelavi z izvlečkom S. montana (slika 14) ter 
benzalkonijevim kloridom (slika 15). 
 
 
Slika 14: Zmanjšanje števila biofilmskih celic klavniških in okoljskih sevov C. jejuni na površini jeklenih 
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Slika 15: Zmanjšanje števila biofilmskih celic klavniških in okoljskih sevov C. jejuni na površini jeklenih 
diskov po 1- minutni obdelavi z raztopino benzalkonijevega klorida (c=4,5 µg/mL). 
 
Po 1-minutni obdelavi z raztopino izvlečka S. montana s koncentracijo 1500 µg/mL ni bilo 
statistično pomembnih razlik med številom celic klavniških in okoljskih sevov na površini 
jeklenih diskov (p = 0,522). Povprečna redukcija biofilma pri klavniških sevih je bila 1,29 
log CFU/mL, pri okoljskih pa 1,17 log CFU/mL (slika 14). Po 1-minutnem delovanju 
benzalkonijevega klorida s koncentracijo 4,5 µg/mL pa se je število celic klavniških in 
okoljskih sevov na površini diskov razlikovalo s statistično značilnostjo p < 0,001. 
Povprečno so bili klavniški sevi bolj občutljivi na delovanje razkužila kot okoljski sevi. Po 
1-minutni obdelavi z benzalkonijevim kloridom se je povprečno število biofilmskih celic 
klavniških sevov zmanjšalo za 1,64 log CFU/mL, število biofilmskih celic okoljskih sevov 
pa za 1,00 log CFU/mL (slika 15).  
 
4.3 ODPORNOST BIOFILMSKIH CELIC C. jejuni  
 
Veliko raziskav poroča o večji odpornosti biofilmskih celic v primerjavi s planktonskimi. 
Zmanjšana občutljivost bakterij v biofilmu je lahko velik problem in pripomore k 
povečanemu številu odpornih sevov. 
 
4.3.1 Razlike v občutljivosti planktonskih in biofilmskih celic C. jejuni 
 
V nadaljevanju nas je zanimalo ali so biofilmske celice bolj odporne na protimikrobna  
sredstva v primerjavi s planktonskimi. V ta namen smo z metodo mikrodilucije določili 
vrednosti MIK za izvleček S. montana, razkužilo benzalkonijev klorid in antibiotik 
eritromicin pri planktonskih in biofilmskih celicah klavniškega seva C. jejuni B0975 
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Preglednica 8: Minimalne inhibitorne koncentracije (MIK) izvlečka S. montana, razkužila benzalkonijev 
klorid ter antibiotika eritromicina, določene po 0, 4, 8 in 24 ur inkubacije pri planktonskih in biofilmskih 
celic seva C. jejuni B0975, prikazane v µg/mL. 
 





















0 125 250 0,48 0,24 0,125 0,25 
4 250 250 0,48 0,24 0,125 0,25 
8 250 125 0,48 0,24 0,125 0,5 
24 500 500 0,96 0,96 0,125 0,125 
  
V nadaljevanju eksperimenta smo uporabljali biofilmske celice, ki smo jih definirali kot 
celice, pridobljene iz biofilma.  
 
Takoj po inokulaciji so bile biofilmske celice bolj odporne na delovanje izvlečka S. 
montana kot planktonske oz. je bila vrednost MIK pri biofilmskih celicah dvakrat večja kot 
MIK planktonskih celic. Po 4 urah inkubacije sta bili vrednosti MIK planktonskih in 
biofilmskih celic enaki (250 µg/mL). Po 24-urni inkubaciji smo spet določili podobno 
občutljivost pri obeh vzorcih (500 µg/mL). 
 
Takoj po inokulaciji, po 4 in 8 urah inkubacije smo opazili večjo občutljivost biofilmskih 
celic na benzalkonijev klorid v primerjavi s planktonskimi celicami. Po 24-urni inkubaciji 
sta bili vrednosti MIK tudi v primeru benzalkonijevega klorida  enaki. 
 
Glede občutljivosti na eritromicin so bile biofilmske celice bolj odporne kot planktonske. 
Večjo vrednost MIK pri biofilmskih celicah v primerjavi s planktonskimi smo opazili takoj 
po inokulaciji in po 4- urni inkubaciji, dvakrat večji MIK pa po 8- urni inkubaciji. 
Vrednosti MIK planktonskih celic so enake pri vseh časih testiranja (0,125 µg/mL). MIK 
biofilmskih celic pa se s časom poveča, vendar se po 24- urni inkubaciji spet izenači  z 
vrednostjo MIK planktonskih celic.  
 
4.3.2 Membranska integriteta 
 
Veliko dejavnikov lahko vpliva na bakterijsko celično membrano. Za primerjavo 
membranske integritete planktonskih in biofilmskih celic seva C. jejuni B0975 smo 
uporabili komplet BacLight Live/Dead, ki vsebuje zeleno fluorescenčno barvilo (SYTO9), 
ki lahko vstopi v celice ne glede na stanje membran, ter rdeče fluorescenčno barvilo 
propidijev jodid, ki pa vstopi v celice le, ko so njihove membrane poškodovane. Ko 
propidijev jodid vstopi v celice, utiša signal zelenega barvila. Fluorescenco smo merili pri 
valovni dolžini λEx =  480 nm in λEm = 500 nm. Rezultati so prikazani na sliki 16. 
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Slika 16: Integriteta celične membrane pri planktonskih in biofilmskih celic seva C. jejuni B0975 po 4 in 8 
urah inkubacije v gojišču MHB, prikazana v relativnih fluorescenčnih enotah (RFU), normaliziranih na 
število celic (CFU/mL), določenih v kulturi. 
 
Po 4-urni inkubaciji je fluorescenca podobna oz. ni statistično značilnih razlik v integriteti 
celične membrane planktonskih in biofilmskih celic (p = 0,974). Po 8-urni inkubaciji pa je 
fluorescenca nižja v primerjavi s prvo meritvijo, kar pomeni da čez membrano prehaja tudi 
propidijev jodid oziroma da je membrana poškodovana. Pri tem se vrednosti RFU 
planktonskih in biofilmskih celic razlikujeta s statistično značilnostjo p < 0.001. Signal 
planktonskih celic je za 0,31 RFU/CFUml-1 višji kot signal biofilmskih celic. Pri vzorcu 
planktonskih celic se signal po 4- in 8-urni inkubaciji statistično razlikuje (p < 0.001) oz. je 
vrednost RFU/CFUml-1 po 8-urni inkubaciji manjša za 0,28. Manjšo fluorescenco za 0,6 
RFU/CFUml-1 po 8-urni inkubaciji v primerjavi s 4-urno inkubacijo smo opazili tudi pri 
vzorcu biofilmskih celic (p  <0.001).  
 
4.3.3 Test akumulacije etidijevega bromida v planktonskih in biofilmskih celicah 
 
Izlivne črpalke so glavne obrambne komponente bakterijske celične stene, ki aktivno 
iztisnejo škodljive spojine iz periplazme in citoplazme. S spremljanjem količine etidijevega 
bromida, ki se akumulira v celicah smo želeli preveriti ali obstajajo razlike v delovanju 
izlivnih črpalk med planktonskimi in biofilmskimi celicami. Čim manjša je aktivnost 
izlivnih črpalk, tem večja je koncentracija etidijevega bromida v celicah, torej večja je 
fluorescenca (Paixão in sod., 2009). Fluorescenco smo merili po 4 in 8 urah inkubacije in 
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Slika 17: Akumulacija etidijevega bromida (EtBr) v planktonskih in biofilmskih celicah seva C. jejuni B0975 
po 4 in 8 urah inkubacije, prikazana v relativnih fluorescenčnih enotah (RFU), normaliziranih na število celic 
(CFU/mL), določenih v kulturi. 
 
Po 4 urni inkubaciji je količina akumuliranega etidijevega bromida nekoliko večja pri 
planktonskih celicah v primerjavi z biofilmskimi (p = 0,025). Pri tem planktonske celice 
akumulirajo za 1,65 RFU/CFUml-1 več EtBr. Po 8 urah inkubacije se količina 
akumuliranega etidijevegea bromida zmanjša pri obeh vzorcih. Tudi tukaj smo zaznali 
večjo količino (6,96 RFU/CFUml-1) EtBr pri planktonskih celic v primerjavi z 
biofilmskimi (p < 0,001). Količina EtBr pri planktonskih celicah se je po 8 urah inkubacije 
zmanjšala za 2,00 RFU/CFUml-1 (p < 0,001) glede na 4-urno inkubacijo, pri biofilmskih 
celicah pa se je količina EtBr zmanjšala za 7,32 RFU/CFUml-1 (p < 0,001) glede na 4-urno 
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5.1 FILMOTVORNOST OKOLJSKIH IN KLAVNIŠKIH SEVOV BAKTERIJ C. jejuni 
NA JEKLENI POVRŠINI 
 
Nerjavno jeklo je zelo pogosto uporabljen material v živilski industriji, zato smo v 
raziskavi želeli primerjati sposobnosti tvorbe biofilma več različnih sevov bakterij C. 
jejuni, izoliranih iz klavniškega okolja ter iz površinskih vod, na površini nerjavnega jekla, 
ob različnih pogojih. 
 
O sposobnosti adhezije in tvorbe biofilma pri C. jejuni na abiotski površini so že poročali, 
vendar še vedno ni povsem jasno, kako različni dejavniki vplivajo na adhezijo in tvorbo 
biofilma (Nguyen in sod., 2012). Nguyen in sod. (2010) so testirali adhezijo C. jejuni na 
površini nerjavnega jekla pri različnih temperaturah. Boljšo adhezivnost so opazili pri 
višjih temperaturah. Tudi Reeser in sod. (2007) poročajo o povečani tvorbi biofilma pri 
višji temperaturi, medtem pa Dykes in sod. (2003) poročajo o daljši preživljivosti celic C. 
jejuni, gojenih kot biofilm pri nižjih temperaturah kot pri višjih. V naši raziskavi s 
povečanjem temperature nismo zaznali večje količine biofilma, saj je bila povprečna 
količina biofilma pri 42 ºC  manjša, kot količina biofilma pri 37 ºC. Pri temperaturi 8 ºC in 
aerobnem okolju v gojišču MHB in MHB z dodatkom izcedka piščančjega mesa ni prišlo 
do tvorbe biofilma. 
 
Filmotvornost C. jejuni je povečana tudi pri aerobnih pogojih, verjetno kot odgovor na 
oksidativni stres (Reuter in sod., 2010; Oh in sod., 2016; Malik in sod., 2017). Nasprotno 
pa so Reeser in sod. (2007) poročali o večji sposobnosti tvorbe biofilma v mikroaerofilnem 
okolju. Naši rezultati kažejo večjo sposobnost tvorbe biofilma v mikroaerobni atmosferi, 
saj v aerobnem okolju nismo zaznali kultivabilnih celic C. jejuni na površini jeklenih 
diskov.  
 
Li in sod. (2017) in Brown in sod. (2014) so v svoji raziskavi, v kateri so gojišče dopolnili 
z različnimi koncentracijami piščančjega soka, testirali vpliv le-tega na tvorbo 
bakterijskega biofilma. Pri tem je bila količina biofilma v prisotnosti piščančjega soka, ne 
glede na delež piščančjega izcedka, večja v primerjavi z gojiščem brez dodatka. Izcedek 
piščančjega mesa naj bi deloval kot plast, ki kondicionira površino, obenem pa zagotavlja 
vse potrebne pogoje, ki izboljšajo bakterijsko adhezijo (Donlan, 2002). Z rezultati našega 
eksperimentalnega dela smo potrdili pozitivno delovanje izcedka piščančjega mesa na 
adhezivnost in filmotvornost bakterij C. jejuni v vseh uporabljenih kombinacijah razmer 
(1,25 %, 2,5 %, 5 %, 10 %, 20 %, 40 % in 50 %). Tako v gojišču MHB kot tudi v PBS, je 
bila tvorba biofilma klavniškega seva C. jejuni B0975 večja ob prisotnosti izcedka 
piščančjega mesa, v primerjavi z MHB in PBS brez dodanega izcedka. 
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Na splošno, ne glede na izvor seva, smo največjo količino biofilma izmerili pri 37 ºC v 
mikroaerofilni atmosferi ob prisotnosti izcedka piščančjega mesa. Pri teh testiranih pogojih 
tvorijo tako okoljski kot tudi klavniški sevi največ biofilma, kar še enkrat potrjuje, da 
izcedek piščančjega mesa prispeva k povečanju adhezivnosti in tvorbe biofilma. To ima 
lahko zelo pomembne posledice v okoliščinah dela v živilskih mesno-predelovalnih 
obratih, kakor tudi v kuhinjah ob končni pripravi jedi, kjer bakterijska adhezija in 
filmotvornost predstavljata vsakodnevno tveganje za kakovst in varnost živil ter zdravje 
njihovih potrošnikov. 
 
Bronnec in sod. (2016) so v svoji raziskavi testirali sposobnost adhezije na polistirenu pri 
13 sevih C. jejuni različnega izvora (klinični, iz živali in hrane). Pri tem je bila adhezivnost 
pri različnih sevih, različna, neodvisno od njihovega izvora. Tudi Zhang in sod. (2017) so 
testirali sposobnost tvorbe biofilma različnih izolatov Campylobacter (analni brisi, tal in 
aerosoli), izoliranih iz piščančjih kmetij. Pri tem je 64 % sevov tvorilo biofilm, vsi ti sevi 
so bili izolirani iz tal in aerosolov. Naša hipoteza je bila, da bodo klavniški sevi, glede na 
to, da so ves čas izpostavljeni neugodnim klavniškim pogojem, bolj filmotvorni v 
primerjavi s sevi, izoliranimi iz površinskih vod. Gojitvena metoda je pokazala, da so bili 
klavniški sevi v različnih testiranih pogojih bolj filmotvorni kot okoljski sevi. To je veljalo 
ob pogojih 37 ºC, mikroaerofilno ob prisotnosti piščančjega izcedka ter pri temperaturi 42 
ºC, mikroaerofilno v gojišču MHB. Filmotvornost v MHB gojišču in mikroaerofilnih 
pogojih pri 37 ºC je bila med klavniško in okoljsko skupino sevov podobna. Pri 42 ºC smo 
opazili približno enako število biofilmskih celic med posameznimi sevi pri obeh testiranih 
skupinah, kar ni bilo primer pri ostalih pogojih. S kolorimetrično metodo nismo zaznali 
razlike v sposobnosti tvorbe biofilma med klavniškimi in okoljskimi sevi.  
 
Rezultati obeh metod, ki smo jih uporabili za kvantificiranje biofilma različnih sevov C. 
jejuni, niso v celoti primerljivi. Klavniški sevi so se izkazali kot boljši filmotvorci z 
gojitveno metodo, vendar to nismo uspeli potrditi z metodo barvanja celic. Gojitvena 
metoda, čeprav je zaradi svoje enostavnosti in dostopnosti zelo pogosto uporabljena 
metoda, ima pomanjkljivost v nezaznavanju celic v stanju VBNC (ang. viable but 
nonculturable) (Azeredo in sod., 2017). Najbolj pogosto uporabljana pa je metoda barvanja 
celic s kristal vijoličnim, s katero lahko zaznamo skupno biomaso pritrjenih celic, saj 
barvilo obarva žive in mrtve celice ter določene komponente zunajceličnega matriksa. 
Vendar tudi ta metoda, kot so že poročali Joshua in sod. (2006) ni najbolj primerna zaradi 
slabe občutljivosti in velikih napak zaradi interakcij barvila z ostalimi snovmi in površino. 
Tudi rezultati naših raziskav to potrjujejo, kar se vidi v velikih odstopanjih in nezaznavanju 
barvila pri nekaterih sevih (slike 10, 11 in 12). 
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5.2 PROTIMIKROBNO DELOVANJE IZVLEČKA S. montana IN 
BENZALKONIJEVEGA KLORIDA NA BAKTERIJE C. jejuni 
 
Široko razširjena uporaba protimikrobnih spojin v medicini ter njihova uporaba za 
industrijske namene, vključno s proizvodnjo hrane, sta močno prispevala k povečanju 
odpornih mikroorganizmov.  Zato je raziskava naravnih rastlinskih spojin, ki bi lahko imeli 
protimikrobni učinek, zelo pomembna. Številne naravne rastline so predlagane kot 
potencialni vir protimikrobnih spojin. Serrano in sod. (2011) so v svoji raziskavi, v kateri 
so testirali protimikrobno delovanje eteričnega olja ter etanolnega in vodnega izvlečka S. 
montana, ugotovili da eterično olje in etanolni izvleček vsebujeta več spojin (fenolnih in 
teprenskih), ki imajo protimikrobni učinek, medtem ko vodni izvleček ni deloval 
protimikrobno. Protimikrobno učinkovitost nehlapnih ekstraktov S. montana so potrdili 
tudi Kremer in sod. (2015). V naši raziskavi smo testirali protimikrobno delovanje 
etanolnega izvlečka S. montana na 16 sevih C. jejuni, izoliranih iz klavniškega okolja in 
površinskih vod. Vsi testirani sevi so bili dovzetni na delovanje izvlečka (MIK 61,5 – 500 
µg/mL). Pri tem nismo zaznali pomembne razlike v občutljivosti oz. odpornosti med 
klavniškimi in okoljskimi sevi. Povprečni MIK klavniških sevov je bil 296,8 µg/mL, 
okoljskih pa 273,3 µg/mL.  
 
V živilski industriji se kot komercialno dezinfekcijsko sredstvo zelo pogosto uporablja 
biocid benzalkonijev klorid. Benzalkonijev klorid je kvartarna amonijeva spojina, ki deluje 
na prepustnost celične membrane in povzroča citolizo (Fazlara in Ekhtelat, 2012). Številne 
študije so pokazale učinkovitost benzalkonijevega klorida proti s hrano prenosljivimi 
patogeni (Ebrahimi in sod., 2015; Mavri in sod., 2012; Fazlara in Ekhtelat, 2012). V naši 
raziskavi smo ugotovili, da ima benzalkonijev klorid zelo dober protimikrobni učinek na 
vse testirane seve, ne glede na njihov izvor (MIK 0,24 – 1,92 µg/mL). Čeprav smo 
pričakovali, da bodo klavniški sevi bolj odporni kot okoljski, tudi tukaj ni bilo značilne 
razlike v občutljivosti med klavniško in okoljsko skupino sevov. Zaenkrat je odpornost 
proti biocidom še vedno nizka, vendar je racionalna uporaba biocidov ključna, da bi se 
izognili razvoju odpornih sevov.   
 
5.2.1 Protimikrobna učinkovitost izvlečka S. montana in benzalkonijevega klorida 
proti biofilmu bakterij C. jejuni 
 
Učinek zmanjšanja biofilma smo potrdili za etanolni izvleček S. montana, kot tudi za 
razkužilo benzalkonijev klorid. Pri vseh 16 sevih, po eno-minutni obdelavi biofilma z 
omenjenimi protimikrobnimi sredstvi, je prišlo do zmanjšanja števila biofilmskih celic. 
Stopnja zmanjšanja je bila pri različnih sevih različna. Po eno-minutni obdelavi z raztopino 
izvlečka S. montana se je število biofilmskih celic okoljskih sevov v povprečju zmanjšalo 
za 1,17 ± 0,27 log CFU/mL, ter število biofilmskih celic klavniških sevov za 1,29 ± 0,26 
log CFU/mL, kar pomeni da je občutljivost biofilma okoljskih in klavniških sevov na 
Zajkoska S. Karakterizacija biofilma klavniških in okoljskih sevov bakterij Campylobacter jejuni. 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
47 
izvleček S. montana podobna. Pri obdelavi z raztopino benzalkonijevega klorida smo 
ugotovili, da so v povprečju klavniški sevi bolj občutljivi kot okoljski. Povprečno se je 
število biofilmskih celic okoljskih sevov zmanjšalo za 1,00 ± 0,37 log CFU/mL, število 
biofilmskih celic klavniških sevov pa za 1,64 ± 0,29 log CFU/mL.  
 
Dosedanje raziskave poročajo o protiadhezijskem in protibiofilmskem delovanju izvlečkov 
S. montana in benzalkonijevega klorida pri različnih mikroorganizmih, vendar je malo 
znanega o njihovem učinku na biofilm bakterij C. jejuni (Vitanza in sod., 2019; Ebrahimi 
in sod., 2015; Giaouris in sod., 2013). Izvlečki S. montana v višjih koncentracija so 
učinkoviti pri preprečevanju tvorbe biofilma bakterij E. coli, S. aureus in L. 
monocytogenes, vendar niso bili učinkoviti pri odstranjevanju že nastalega biofilma 
(Vitanza in sod., 2019). Tudi benzalkonijev klorid učinkovito preprečuje formiranje 
biofilma pri nekaterih s hrano prenosljivih patogenih (Ebrahimi in sod., 2015). Po drugi 
strani pa koncentracije benzalkonijevega klorida, ki se običajno uporabljajo za kontrolo 
mikrobnih kontaminacij, niso učinkovite proti biofilmu (Pagedar in Singh, 2015; Torlak in 
Sert, 2013). Uporaba biocidov v koncentracijah, ki niso učinkovite proti biofilmskim 
oblikam bakterij, lahko prispeva k nastajanju in širjenju protimikrobne odpornosti. Obe 
testirani protimikrobni spojini v naši raziskavi sta pokazali dober učinek zmanjšanja 
biofilma pri bakteriji C. jejuni. Nadaljnja raziskava protibiofilmskega delovanja različnih 
protimikrobnih spojin je zelo pomembna za učinkovito odstranjevanje že formiranega 
biofilma.  
 
5.3 PRIMERJAVA ODPORNOSTI PLANKTONSKIH IN BIOFILMSKIH CELIC 
KLAVNIŠKEGA SEVA C. jejuni B0975 
 
Bakterije, ki rastejo kot biofilm, so lahko do 1000- krat bolj odporne na protimikrobna 
sredstva kot planktonske celice (Jamal in sod., 2015). Pri raziskavah protimikrobne 
občutljivosti se večinoma uporabljajo planktonske celice, kar je lahko problem pri 
odstranjevanju in zdravljenju z biofilmom povezanih kontaminacij in infekcij. Fenotip 
biofilmskih celic se lahko razlikuje od fenotipa planktonskih celic, saj biofilm lahko 
podpira različne medcelične interakcije in poveča pogostost mutacij in prenos genov za 
odpornost na protimikrobna sredstva (Hall in Mah, 2017; Mah in Toole, 2001). Bae in sod. 
(2014) so pokazali da ima eDNA, kot strukturna komponenta biofilmov C. jejuni, 
pomembno vlogo pri prenosu antibiotične odpornosti, saj je obdelava z DNazami 
zmanjšala pogostost odpornih sevov. Poleg mutacij imata tudi integriteta celične 
membrane in aktivnost izlivnih črpalk pomembno vlogo pri odpornosti na protimikrobna 
sredstva. Zgradba celične membrane vključuje fosfolipide, ki so pomembni za fluidnost in 
prepustnost membrane. Pri po Gramu – negativnih bakterijah zunanja ovojnica ovira vstop 
makromolekul ter hidrofobnih spojin, zaradi česar so te bakterije bolj odporne proti 
antibiotikom (Singh in sod., 2016). Zunajcelični polimerni matriks naj bi tudi prispeval k 
odpornosti biofilmov na razkužila, saj deluje kot bariera, ki ovira ali preprečuje da bi 
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razkužilo doseglo bakterijske celice (Torlak in Sert, 2013). Številne raziskave so potrdile 
tudi pomembno vlogo izlivnih črpalk pri odpornosti proti antibiotikom. Mavri in Smole 
Možina (2012) poročata, da je CmeABC prevladujoča izlivna črpalka, odgovorna za 
odpornost proti antibiotikom, vendar le ta nima enake vloge pri odpornosti proti biocidom. 
V tem primeru je prevladujoča vloga izlivne črpalke CmeDEF. Z izključitvijo enega 
sistema za izločanje lahko pride do povečane aktivnosti drugega (Mavri in Smole Možina, 
2012). Malik in sod. (2017) so v svoji raziskavi določili vrednost MIK 5 antibiotikov 
(gentamicin, kanamicin, tetraciklin, eritromicin in karbenicilin) pri planktonskih in 
biofilmskih celicah C. jejuni. Razen pri slednjem, proti kateremu so bile tako planktonske 
kot  biofilmske celice odporne, so bile vrednosti MIK biofilmskih celic za vse ostale 
testirane antibiotike do 16- krat višje kot MIK za planktonske celice.  
 
Ugotovili smo, da občutljivost planktonskih in biofilmskih celic seva C. jejuni B0975 na 
izvleček S. montana varira. Takoj po inkubaciji so bile planktonske celice bolj občutljive 
kot biofilmske, vendar se je po 4-urni inkubaciji odpornost planktonskih celic povečala in 
izenačila z biofilmskimi, po 24-urni inkubaciji pa smo izmerili povečanje odpornosti pri 
obeh vzorcih. Biofilmske celice so bile najprej bolj občutljive na benzalkoniev klorid kot 
planktonske, vendar smo po 24 urah inkubacije določili izenačeno občutljivost. Pri 
eritromicinu smo ugotovili, da je občutljivost planktonskih celic konstantna pri vseh časih 
inkubacije, medtem ko se je izmerjena odpornost biofilmskih celic nekoliko spreminjala, a 
je bila po 24-urni inkubaciji spet izenačena s  planktonskimi celicami.  
 
S testiranjem integritete celične membrane pri sevu C. jejuni B0975 smo ugotovili, da je po 
4-urni inkubaciji prepustnost membrane pri vzorcih planktonskih in biofilmskih celic 
podobna. Po 8-urni inkubaciji je prišlo do poslabšanja integritete celične membrane, pri 
čemer je bila izmerjena prepustnost membrane biofilmskih celic znatno večja kot 
prepustnost planktonskih celic.  
 
S testom kopičenja etidijevega bromida pri sevu C. jejuni B0975 smo ugotovili, da je 
aktivnost izlivnih črpalk pri obeh časih testiranja boljša pri biofilmskih celicah v primerjavi 
s planktonskimi. S časom inkubacije se je koncentracija akumuliranega etidijevega 
bromida pri planktonskih celicah povečala, oz. aktivnost izlivnih črpalk poslabšala, 
medtem ko je bil učinek pri biofilmskih celicah obraten - aktivnost črpalk pri biofilmskih 
celicah se je po 8-urni inkubaciji izboljšala. 
 
Z opravljenimi poskusi ne moremo potrditi večje odpornosti biofilmskih celic od 
planktonskih. Biofilmske celice so v določenih pogojih bolj odporne kot planktonske, v 
drugih pa ne. Takšni rezultati so lahko posledica načina priprave celic, saj smo v naših 
poskusih uporabljali biofilmske celice, ki smo jih pridobili iz biofilma, in ne biofilm. V 
naravnih sistemih pa eksopolisaharidni matriks ima pomembno vlogo pri odpornosti 
biofilma na protimikrobne spojine, saj ovira njihov dostop do celic.   
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 Bakterije C. jejuni so bile filmotvorne na površini nerjavnega jekla v gojišču MHB 
pri 42 ºC in 37 ºC, mikroaerofilno ter v gojišču MHB z dodanim 50 % piščančjim 
izcedkom pri 37 ºC, mikroaerofilno, v nobenem primeru pa pri 8 ºC, aerobno. 
 
 Filmotvornost klavniških in okoljskih sevov C. jejuni se pri 37 ºC mikroerofilno v 
gojišču MHB ni statistično značilno razlikovala. 
 
 Klavniški sevi so tvorili statistično značilno več biofilma kot okoljski sevi v 
mikroaerofilnih pogojih pri 42 ºC v gojišču MHB ter pri 37 ºC ob dodatku izcedka 
piščančjega mesa. 
 
 Prispevek izcedka piščančjega mesa k večji filmotvornosti klavniškega seva C. 
jejuni B0975 je odvisen od gojišča (prisotnih hranil) in koncentracije dodanega 
izcedka.  
 
 Občutljivost klavniških in okoljskih sevov na izbrana protimikrobna sredstva se ni 
razlikovala glede na izvor sevov. Etanolni izvleček S. montana ima srednje do 
šibko protimikrobno delovanje, medtem ko je benzalkonijev klorid zelo učinkovit 
biocid.  
 
 Ugotovili smo, da izvleček S. montana in benzalkonijev klorid zmanjšata število že 
formiranih biofilmskih celic C. jejuni. Pri tem je občutljivost biofilma na izvleček 
S. montana pri klavniških in okoljskih sevih podobna. Občutljivost na 
benzalkonijev klorid pa je v povprečju večja pri klavniških sevih v primerjavi z 
okoljskimi sevi.  
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Sposobnost bakterij, da se povežejo med seboj in s površinami v komunikacijskih 
skupnostih, znanih tudi kot biofilmi, je nekaj, kar je posebej zanimivo, hkrati pa lahko tudi 
zelo problematično. Biofilmska oblika bakterijam omogoča preživetje v neugodnih 
okoljskih pogojih, saj so celice v biofilmih bolj odporne na različne okoljske dejavnike. Za 
bakterije C. jejuni je sposobnost tvorbe biofilma zelo pomembna za njihovo preživetje 
zunaj gostitelja.  
 
Namen ekperimentalnega dela magistrske naloge je bil ugotoviti filmotvornost sevov 
bakterij Campylobacter jejuni, izoliranih v klavniškem okolju ter iz površinskih vod, na 
površini nerjavnega jekla, pri različnih pogojih. Za kvantificiranje formiranega biofilma 
smo uporabili gojitveno in kolorimetrično metodo. Ugotovili smo, da imajo temperatura, 
koncentracija kisika, še posebej pa prisotnost piščančjega izcedka pomembno vlogo pri 
filmotvornosti bakterij C. jejuni. Največ biofilma so testirani sevi tvorili pri 37 ºC v 
mikroaerofilnih pogojih in dodatku piščančjega izcedka. Nizka temperatura in aerobno 
okolje pa sta preprečila nastajanje biofilma vseh testiranih sevov C. jejuni. 
 
Pri pogojih izvedbe našega eksperimenta z uporabljenima metodama za kvantificiranje 
biofilma rezultati o količini tvorjenega biofilma niso popolnoma primerljivi. Pri pogojih, 
pri katerih smo z gojitveno metodo zaznali razlike med filmotvornostjo klavniških in 
okoljskih sevov, nismo zaznali razlike s kolorimetrično metodo. Podobne rezultate smo 
dobili le o povprečni filmotvornosti pri določenih pogojih, ne glede na izvor seva. Največ 
biofilma so testirani sevi C. jejuni tvorili pri 37 °C, mikroaerofilno ob prisotnosti 
piščančjega izcedka, pri čemer smo z gojitveno metodo potrdili tudi boljšo filmotvornost 
klavniških sevov. Klavniški sevi so se izkazali kot boljši filmotvorci tudi pri 42 °C, 
mikroaerofilno v gojišču MHB. Razlike v filmotvornosti klavniških in okoljskih sevov C. 
jejuni pa nismo zaznali ob pogoju 37 °C, mikroaerofilno v gojišču MHB. 
 
Testirali smo tudi protimikrobno delovanje etanolnega izvlečka S. montana in 
benzalkonijevega klorida, kot tudi njuno sposobnost zmanjšanja že formiranega biofilma. 
Vsi sevi C. jejuni so bili dovzetni na delovanje izvlečka S. montana in benzalkonijevega 
klorida, vendar je benzalkonijev klorid veliko bolj učinkovit, z MIK vrednostmi med 0,24 
– 1,92 µg/mL. Obe testirani spojini sta pokazali tudi dober učinek zmanjšanja števila  
biofilmskih celic bakterij C. jejuni. Povprečno, bolj občutljivi na benzalkonijev klorid so 
bili klavniški sevi, kar je pomembno za učinkovito odstranjevanje biofilmov C. jejuni v 
živilski industriji. Pri sevu C. jejuni B0975, ki se je izkazal kot najbolj filmotvoren in 
odporen, smo testirali občutljivost planktonskih in biofilmskih celic na izvleček S. 
montana, benzalkonijev klorid in eritromicin. Večje odpornosti biofilmskih celic z 
uporabljenimi metodami ne moremo potrditi.  
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Nadaljnja raziskava in ugotavljanje učinkovitih strategij sta zelo pomembni za uspešno 
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PRILOGA 
Priloga A: Sevi C. jejuni glede na leto, izvor ter lokacija izolacije, klonski kompleks 
(MLST CC) in sekvenčni tip (MLST ST) (Kovač in sod., 2017). 
 
 
 
